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ABRIEVIERILE FOLOSITE ÎN DOCUMENT
AC autoplastie cutanată
AG anestezie generală
CC culturi celulare
CF culturi de fibroblaste
F fibroblast
GP grefe de piele
MC medii de cultură
NT necrectomie tangenţială
PA pansamente aseptice
PFE pielea feţilor embrionali
PG plăgi granulate
PP plăgi postcombustionale
TC transplantare cutanată
TE tulpini embrionare
TT terapie tisulară
SBF ser bovin fetal
SC suspensie de celule

PREFAŢĂ
      Acest protocol clinic standardizat a fost elaborat de către colaboratorii Catedrei de Ortopedie
şi Traumatologie a USMF ,,Nicolae Testemiţanu”, colaboratorii secţiei Bancă de ţesuturi şi celule
umane, Centrului Republican de Leziuni Termice, IMSP Spitalul Clinic de Traumatologie şi
Ortopedie, Centrului Republican de Leziuni Termice pentru copii ,,Em. Coţaga”.
      Protocolul clinic este elaborat în conformitate cu recomandările ghidurilor practice
internaţionale actuale privind managementul arsurilor termice.

A. PARTEA INTRODUCTIVĂ

A.1 Diagnosticul: Arsuri termice grave
 Exemple de diagnostice clinice:

1. Arsuri prin flacără gr. IIIB- IV.
2. Arsuri prin lichide şi vapori fierbinţi de gr. III B.
3. Arsuri prin contact gr. IIIB- IV.
4. Arsuri prin electrocutare gr. III- IV.

      Calcularea suprafeţelor arse:
Regula palmei (1%). Regula ,,cifrei 9’’ descrisă de Wallace.

A.2 Codul: T20.0 – T31.9.
A.3 Utilizatorii:

Centrul Republican de Leziuni Termice.
Centrul Republican de Leziuni Termice pentru Copii, SCRC ,,Em. Coţaga”.
Bancă de ţesuturi şi celule umane

A. 4 Scopul protocolului:
1. Reducerea ratei de invaliditate a bolnavilor cu leziuni termice grave.
2. Reducerea mortalităţii bolnavilor cu leziuni termice grave.
3. Îmbunătăţirea calităţii vieţii bolnavilor cu leziuni termice grave în perioada de

reconvalescenţă.
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A.5 Elaborat: 2015
A.6 Revizuire: 2017

A. 7 Lista şi informaţiile de contact ale autorilor şi ale persoanelor care au participat la
elaborarea protocolului.

Numele, prenumele Funcţia deţinută

Dr. Nacu Viorel
Doctor habilitat în medicină,
profesor universitar

şef Banca de ţesuturi şi celule umane, IMSP Spitalul Clinic
de Traumatologie şi Ortopedie

Dr. Taran Anatol
Doctor habilitat în medicină,
profesor universitar

director general, IMSP Spitalul Clinic de Traumatologie şi
Ortopedie

Dr. Cirimpei Octavian
Doctor în medicină

şef CRLT, IMSP Spitalul Clinic de Traumatologie şi
Ortopedie

Dr. Anisei Vadim
Medic ordinator

medic ordinator, CRLT, IMSP Spitalul Clinic de
Traumatologie şi Ortopedie

Dr. Furtună Constantin
Medic ordinator

medic ordinator, CRLT, IMSP Spitalul Clinic de
Traumatologie şi Ortopedie

Dr. Prisacaru Olesea
Doctor în medicină

medic ordinator, CRLT pentru copii “ Em. Coţaga”.

Protocolul a fost discutat, aprobat şi contrasemnat:

Denumirea Numele şi semnătura

Comisia ştiinţifico-metodică de profil a MS
Ortopedie şi Traumatologie
Agenția Medicamentului și Dispozitivelor
Medicale

Consiliul de experţi al Ministerului Sănătăţii

Consiliul Naţional de Evaluare şi Acreditare
în Sănătate

Compania Naţională de Asigurări în Medicină

A. 8 Definiţiile folosite în document:

1. Arsura este o boală chirurgicală locală şi generală produsă de mai mulţi agenţi vulnerabili, cu
evoluţie stadială bine definită şi cu prognostic în funcţie de suprafaţa afectată, gradul arsurii.
2. Terapia celulară este transplantarea de celule umane pentru înlocuirea sau repararea ţesuturilor
sau celulelor deteriorate.
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A. 9 Informaţia epidemiologică:

Traumatismul termic constituie o problemă foarte importantă prin frecvenţa sa înaltă atît în
populaţia de copii  3,4-36%, după datele statisticii mondiale, cît şi în cea de adulţi 5,6-10%,  prin
numărul marcant de evoluţii letale  4,9-14,5%, prin potenţialul lor invalidant şi generator de
mutilări şi disfuncţiuni estetice, dar mai ales prin suferinţele îngrozitoare suportate de bolnavii
respectivi.  Boala arşilor continuă să atragă atenţia patofiziologilor şi cliniciştilor, datorită
nivelului înalt al acestei patologii în structura traumatismului, gravităţii consecinţelor medicale şi
sociale.

În Republica Moldova în perioada anilor 2007 – 2013 frecvenţa traumatismului termic varia
între 178-182 cazuri la 100 mii populaţie, cu micşorare în ultimii ani.

Au beneficiat de tratament specializat în Centrul de Leziuni Termice din Republica Moldova
61,6-72,6% din cazurile survenite la adulţi.

În ţările dezvoltate se constată că de arsuri suferă circa 1% din populaţia generală. În
Republicile fostei Uniuni Sovietice, inclusiv şi în Republica Moldova, Rusia, arsurile habituale şi
cele din sfera de producţie constituie 6-12% din totalitatea traumatismelor asistate de staţionare,
dintre care 31-54 % sunt internate de urgenţă. În Franţa se protocolează anual aproximativ 500000
de accidentaţi cu arsuri, iar în SUA solicită asistenţă pentru diferite tipuri de arsuri circa 2,5 mln.
de persoane, peste 100000 din acestea sunt spitalizate, iar 12000 de persoane decedează în
rezultatul leziunilor termice. Mortalitatea generală printre subiecţii cu arsuri în diferite ţări
europene se înscrie în limitele 0,6 - 5%.

În Centrul Republican de Leziuni Termice din Republica Moldova, evaluată pentru
intervalul 2007 – 2013, letalitatea generală la adulţi este de 7,9% - 6,1%,  ce denotă o uşoară
diminuare în ultimii ani.

Datorită progreselor realizate în domeniul cunoştinţelor fiziopatologice, bacteriologice,
anatomopatologice, tratamentul arsurilor termice a început să beneficieze din plin de recomandări
bazate pe cercetări ştiinţifice. Aceste circumstanţe necesită elaborarea unor măsuri de profilaxie şi
tratament al dereglărilor patologice, developate la nivel local şi în sistemul de organe interne ca
rezultat al traumatismului termic. Iată de ce tratamentul pacienţilor cu arsuri vaste necesită o
argumentare patogenică fundamentală, pentru a putea accede şi beneficia în timp util la marele
arsenal de procedee chirurgicale clasice şi moderne în tratamentul arsurilor, potenţial care rămîne
solicitat insuficient pînă în prezent. Recunoaşterea faptului că numai restabilirea cât mai rapidă a
tegumentului devitalizat la persoanele cu arsuri grave este singura modalitate de prevenire sau
anulare a dereglărilor generate de acestea şi prin care organismul agresat poate evolua letal. Acest
deziderat stimulează precăutarea unor noi mijloace şi metode cît mai eficiente sau perfecţionarea
celor ce ţin de plastiile cutanate, deja cunoscute, precum şi crearea condiţiilor optime în vederea
realizării acestora.

Pe lîngă tratamentul complex al bolnavilor arşi ce include un arsenal vast de preparate
medicamentoase, materiale destinate pansamentelor aseptice, actualmente se dezvoltă şi se
implimentează activ în practica clinică o metodă alternativă a tratamentului local, capabilă de a
stimula real procesele regenerative nu doar a arsurilor subdermale dar şi a celor dermale.
Una din resursele biologice capabilă să restabilească suprafaţa tegumentară distrusă şi să creeze
condiţii optimale pentru epitelizare este fibroblastul, keratinocitul.
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B.PARTEA GENERALĂ
B. Nivelul de asistenţă medicală spitalicească (CRLT, CRLT pentru copii ,,Em. Coţaga”)

Descriere
(măsuri)

Motive
(repere)

Paşi
(modalităţi şi condiţii de realizare)

Protecţia
personalului

Protejarea personalului medical în timpul
contactului cu pacientul, materialele biologice.

Obligatoriu:
· Utilizarea articolelor de protecţie (mănuşi, halate, măşti).

1. Spitalizarea
CRLT,
CRLT pentru copii
,,Em. Coţaga”

· Pacienţii în şoc termic şi cu complicaţii severe
se vor spitaliza în secţiile de terapie intensivă
şi reanimare.

· Tratamentul pacientului cu arsuri termice grave
este posibil numai în condiţii de staţionar.

Criteriile de spitalizare:
·  Toţi pacienţii cu arsuri termice profunde indiferent de suprafaţă
·  Pacienţii cu arsuri termice, complicate cu arsuri ale căilor respiratorii
·  Pacienţii cu arsuri termice gr. II-III   cu S >10%

2. Diagnosticul
Confirmarea
diagnosticului de
arsuri
termice

Examenul obiectiv şi anamneza sunt momente
decisive în confirmarea diagnosticului şi
determinarea managementului pacientului de
arsuri
termice.

Obligatoriu:
· Anamneza (caseta 3 )
· Examenul obiectiv general şi local (casetele 4- 5)
· Examenul de laborator şi paraclinic obligatoriu (caseta 6)
Recomandabil:
· Consultaţia internistului, cardiologului, ORL, oftalmologului etc.

3.Tratamentul
Tratamentul
medicamentos şi
operativ al
pacientului cu
arsuri termice
grave

Alegerea tratamentului medicamentos şi operativ
al pacientului cu arsuri termice depinde de
gradul de afectare şi de complicaţiile bolii,
aprecierea cărora este posibă numai în condiţii
de staţionar.

Obligatoriu:
· Tratamentul chirurgical de urgenţă (conform PCN-121 ,,Arsurile

termice la adult”
· Managementul preoperator (casetele 7- 10)
· Terapia celulară (casetele 11-16)
· Conduita postoperatorie (casetele 22-23)

4. Externarea pacientului
La domiciliu,
Spitalul raional
conform locului de
trai

Epitelizarea plăgilor după terapia celulară sau
metoda mixtă.

Obligatoriu:
Eliberarea extrasului care va conţine:
· Rezultatele investigaţiilor şi tratamentul efectuat
· Recomandările pentru medicul de familie şi pentru pacient

- efectuarea pansamentelor aseptice cu Sol.Betadină 1%  peste o zi
- după epitelizarea totală băiţe cu infuzii de romaniţă, sare de mare

· Control repetat la CRLT peste 2-3 săptămîni.
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C.1. DESCRIEREA METODELOR, TEHNICILOR ŞI A PROCEDURILOR

C.1.1. Clasificarea arsurilor termice
Caseta 1. Clasificarea arsurilor termice
 - Arsuri termice gr.I
 - Arsuri termice gr.II
 - Arsuri termice gr.III A
 - Arsuri termice gr.III B
 - Arsuri termice gr. IV

Tabelul nr.1 Caracteristicele arsurii în dependenţă de grad
Grad/semne Gradul I Gradul II Gradul III A Gradul III B - IV

Flictena - ++ +++ -
Lichidul flictenular - Sero - citrin Sero - sangvinolent -
Culoarea derm
denudat

- Roşu viu,
dilataţie capilră

Roză, pală pe alocuri( ce
denotă suferinţa stratului

bazal)

Alb marmorat
(caramelizare) brun-

negru
Epidermul Eritemato

s
Brun, decolorat Brun, decolorat Absent

Membrana bazală Integră Integră Alterată Distrusă
Dermul Integru Alterat

superficial
Alterat profund Distrus

Durerea la atingere + +++
(hiperestezie)

++
(hipoestezie)

-
(anestezie)

Vindecare Restabilir
e

integrală

Epitelizare
spontană

Epitelizare lentă, cu
sechele

cicatriceale
hiperpigmentare

După tratament
chirurgical

(excizie-grefare)

Recolorarea +++ ++ + (-) -
Tracţiunea firelor de
păr

Nu se
smulge

(dureroasă)

Se smulge
(dureroasă)

Cade în pensă
(durere minimă)

Fire de păr absente

C.1.2. Conduita pacientului cu leziuni termice grave
Caseta 2. Paşi obligatorii în conduita pacientului cu leziuni termice grave

1. Culegerea anamnezei
2. Examinarea clinică
3. Examinarea paraclinică
4. Managementul preoperator al pacientului
5. Luarea deciziei privind terapia celulară
6. Efectuarea terapiei celulare
7. Supravegherea în dinamică după cicatrizarea plăgilor

C.1.2.1. Anamneza
Caseta 3. Acuzele bolnavului cu arsuri termice grave:
- Dureri şi prurit în plăgi
- Afectare a stării de cunoştinţă
- Cefalee (dureri de cap)
- Hiperpirexie (t° corporală > 38,5° C)
- Insomnie
- Inapetenţă
- Dereglări gastrointestinale (vomă, diaree)
- Tahipnee (FR > 30/min)
- Tahicardie (FCC > 125/min)
C.1.2.2. Examinarea clinică
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Caseta 4. Examenul obiectiv general:
- Semne generale de infecţie (febră, cefalee, slăbiciune, inapetenţă, etc.)
- Manifestări neurologice (nelinişte, agitaţie, dereglări ale somnului, greţuri, convulsii)
- Dereglări gastro-intestinale (inapetenţă, vomă, diaree)
- Semne de dereglări ale sistemului cardio-vascular (tahicardie, T/A labilă)
- Semne de dereglări ale sistemului respirator (tahipnee, dispnee)
- Semne de dereglări ale sistemului urinar (oligoanurie, hematurie)

Caseta 5. Examenul obiectiv local:
1. Faza de inflamaţie-detersie a ţesuturilor alterate:

 - edem şi hiperimie a ţesuturilor învecinate plăgilor
 - detaşarea şi decolarea marginală a crustelor
 - apariţia granulaţiilor

2. Faza de proliferare-granulare:
 - granulaţii roz-pale acoperite de fibrină şi rămăşiţe de cruste
 - eliminările purulente se micşorează
 - granulaţiile devin roze cu semne de impregnare a tifonului

3. Faza de reparare-epitelizare:
 - grefele celulare transplantate se vascularizează, stimulează procesele de reparare
 - eliminările sero-purulente diminuează

4. Faza de remodelare-maturare a cicatricei

C.1.2.3. Examinarea paraclinică
Caseta 6. Examenul paraclinic
1. Examenul general al sîngelui
2. Examenul general al urinei
3. Examenul biochimic al sîngelui (proteina generală, urea, creatinina, ALAT, ASAT, Na, Ca, K,
glucoza)
4. ECG
5. Examenul bacteriologic din plagă - antibioticograma (depistarea factorului microbian)
6. Coagulograma (fibrinogenul, protrombina)
7. Radiografia cutiei toracice - recomandabil

C.1.3. Managementul preoprator
C.1.3.1. Principii generale ale conduitei pacientului cu arsuri termice grave
Caseta 7. Principii generale:
1. Alimentaţie enterală, asigurînd calorajul necesar; la necesitate alimentare prin zonda nazo-
gastrică.
2. Administrare parenterală, în prezenţa indicaţiilor (detoxicare, suport caloric şi electrolitic), sub
controlul glicemiei, a soluţiilor concentrate  de glucoză, soluţii de aminoacizi, emulsii lipidice,
vitamine şi microelement.e
3. Terapie complexă ce vizează înlăturarea hipoxiei tisulare şi restabilirea microcirculaţiei în plagă
şi ţesuturilor adiacente, incluzînd: dextrani, anticuagulante.
4. În cazul incapacităţii efectuării simultane a necrectomiei, cu ulterioara autoplastie cutanată, se va
efectua pregătirea plăgilor pentru transplantarea celulară.

C.1.3.2. Pregătirea pacientului către intervenţia chirurgicală/terapia celulară



10

Caseta 8. Pregătirea generală a pacientului pentru intervenţie:
1. Analgezia şi terapiea antibacterială se efectuează conform indicaţiilor, în conformitate cu protocolul
clinic.
Analgezicele şi antibioticele trebuie selectate în dependenţă de evaluarea iniţială, iar doza trebuie titrată
corespunzător rezultatelor reevaluării sistematice şi răspunsului la tratament. Prescrierea analgezicelor
trebuie întotdeauna ajustată la severitatea durerii. Nu se prescriu alte analgezice şi antibiotice de aceiaşi
potenţă. Tuturor pacienţilor cu durere de la moderată pînă la severă, trebuie să li se încerce un tratament
cu opioide (conform protocolului clinic privind Managmentul durerii).
2. Corecţia anemiei, bilanţului hidro-electrolitic, prin transfuzii de masă eritrocitară, plazmă proaspăt
congelată, crioprecipitat, pierfuzii de cristaloizi în cantităţi necesare pentru restabilirea homeostaziei,
pentru a asigura:
- Hemoglobina – nu mai < de 110 g/l;
- Hematocritul – 0,28 - 0,4;
- Fibrinogenul de la 3 g/l pînă la 7 g/l.

Caseta 9. Criteriile pentru luarea deciziei privind terapia celulară
1. Determinarea deficitului zonelor donatorii
2. Determinarea contraindicaţiilor la intervenţii chirurgicale cu grefare cutanată
3. Pregătirea plăgilor postcombustionale către terapia celulară (cu sau fără grefarea cutanată)
4. Informarea pacientului referitor la tactica de tratament (terapia celulară), cu obţinerea acordului
informat de la bolnav sau rudele acestuia.

Caseta 10. Factori ce pot determina un eşec al grefării:
1. Aplicarea grefelor la un bolnav ce nu îndeplineşte condiţiile biologice minimale
2. Interpunerea între grefă şi "pat" a unor elemente ce se opun penetrării vasculare: hematoame,
seroame, ţesuturi necrotice
3. Existenţa unui pat incapabil de a elabora elemente vasculare
4. Prezenţa mişcărilor de forfecare între pat şi grefă, imobilizare ineficientă
5. Prezenţa florei hemolitice, a piocianicului
6. Aplicarea unui pansament mult prea compresiv, ischemiant
7. Nerespectarea unui interval optim între pansamente

C.1.4. Terapia celulară
C.1.4.1 Indicaţiile şi scopul terapiei celulare

Caseta 11. Indicaţii către terapia celulară
1. Arsurile de gr. III B-IV pe o suprafaţă ≥10% din suprafaţa corpului
2. Deficitul resurselor donatorii proprii
3. Incapacitatea de-a efectua simultan necrectomia cu ulterioara autoplastie cutanată în legătură cu starea
gravă a pacientului
4. Arsurile de gr. III A după necrectomii tangenziale, cu scopul de accelerare a regenerării plăgilor
postcombustionale şi prevenirea formării cicatriciilor postcombustionale (de ex. în arsurile regiunii
dorsale ale mîinilor)
5. Plăgile de altă etiologie:

a) plăgi postoperatorii
b) procese necrotico-infecţioase
c) ulcere trofice

6. Terapia celulară este indicată îndeosebi bolnavilor senili care suportă patologii somatice.
Nota: Această metodă este indicată şi în combustiologia pediatrică în arsuri vaste, peste 30% din
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suprafaţa corpului, de grad profund.

Caseta 12. Scopul terapiei celulare
1. Stimularea activităţii regenerative prin formarea ţesutului de granulaţie (neovascularizarea) şi
epitelizarea
2. Crearea unei bariere în calea invaziei bacteriene
3. Stimularea epitelizării
4. Diminuarea durerilor

C.1.4.2 Pregătirea plăgilor către intervenţia chirurgicală/terapia celulară
Caseta 13. Pregătirea plăgilor pentru terapia celulară:
1. Transplantarea culturii celulare trebuie efectuată pe plăgile fără necroză şi fibrină, fără secreţii
purulente. Acest lucru se realizează prin efectuarea necrectomiei tangenţiale cu cuţitul Watson şi
tratamentului antibacterian conform antibioticogramei.
2. Pentru pregătirea plăgilor către transplantarea culturilor celulare se execută necrectomii tangenţiale,
care sunt  posibile doar în lipsa contraindicaţiilor.

Caseta 14. Contraindicaţiile către necrectomie:
a) Perioada de şoc:
- hipotensiune şi tahicardie,
- oligurie sau anurie,
- hipotermie,
- hemoconcentraţie.
b) Prezenţa Sindromului de Coagulare Intravasculară Disiminată
-  fibrinogen < 3 g/l  sau  > 7 g/l,
- protrombină  > 70%,
- Timpul Quick >16 sec.,
- antitrombina III < de 75%.
c) Anemia
 - Hb < de 110 g/l.

Caseta 15. Criteriile clinice ce denotă pregătirea plăgilor pentru terapia celulară:
   - Lipsa ţesuturilor necrotice pe suprafaţa plăgilor
   - Lipsa oricarui exudat
   - Granulare uniformă macroscopic

 - Microglanulare de culoare roză sau roşie, fără sîngerare evidentă
   - Adezivitate marcată
   - Prezenţa epitelizării marginale
În procesul de pregătire a plăgilor granulare pentru transplantarea cutanată este necesar tratamentul local
al plăgilor prin efectuarea pansamentelor aseptice cu soluţii antiseptice, unguente, creme, pulbere menite
să lupte contra microorganizmelor.

C.1.4.3 Etapele intervenţiei chirurgicale/terapiei celulare
Caseta 16. Etapele intervenţiei chirurgicale/terapiei celulare:

1. Premedicaţie
2. Inducţie în anestezie generală (conform Protocolului clinic standardizat în anestezie)
3. Colectare a grefelor de piele (în cazul metodei mixte)
4. Necrectomie sau excizie a granulaţiilor sau hipergranulaţiilor
5. Plastie cu transplante libere cutanate a plăgilor cu suturarea lor sau aplicarea metodei inginereşti cu
grefe celulare
6. Inoculare a culturilor celulare pe suprafaţa plăgilor sau în ochiurile grefelor de piele (în cazul metodei
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mixte)
7. Aplicare a pansamentelor neadezive şi tifon
8. Ieşire din anestezia generală
La fiecare etapă a tratamentului chirurgical se ia în consideraţie starea generală şi vîrsta bolnavului,
patologiile concomitente, suprafaţa arsurilor şi localizarea, prezenţa resurselor donatorii.

C.1.5 Fibroblastul
C.1.5.1 Morfologia fibroblastului

Caseta 17.  Morfologia fibroblastului
Fibroblastul formează o familie mare de constituienţi celulari: fibroblastele, fibrocitele şi
miofibroblastele.
 Fibroblastele sunt cele mai active şi mai răspîndite celule ale ţesutului conjunctiv. Au originea în celula
mezenchimală.
1. La microscopul optic au următorul aspect:

· au forma alungită dar neregulată, cu numeroase prelungiri
· au raportul nucleo-plasmatic supraunitar
· nucleul are forma ovalar-alungită, este palid colorat şi prezintă un nucleol evident localizat în zona

mai bombată a celulei
· citoplasma este puternic bazofilă

2. La microscopul electronic apar următoarele particularităţi:
· celula stabileşte contacte focale cu matricea dar şi joncţiuni gap cu alte celule
· în citoplasmă se evidenţiază foarte mulţi ribozomi liberi (poliribozomi) şi RE rugos
· există foarte multe mitocondrii, aparatul Golgi este bine reprezentat, cu alte cuvinte, întreg aparatul

de sinteză proteică este foarte bine dezvoltat
· citoscheletul este de asemenea bine dezvoltat, format din microfilamente de actină şi miozină,

microtubuli şi filamente intermediare de desmină şi timetină.
3. Funcţia:

· Fibroblastul secretă toate macromoleculele matricei conjunctive: tropocolagen, tropoelastină,
fibrilină glicozaminoglicani şi proteoglicani, precum şi toate cele şase proteine de adezivitate,
proenzimele lizozomale de tipul colagenazei, elastazei, hialuronidazei, glucuronidazei şi catepsinei
care intervin în digestia matricei conjunctive.

· Fibroblastele secretă factorul de proliferare care stimulează dezvoltarea microcirculaţiei.
· Fibroblastele intervin în secreţia de interferon, care este mult mai activ decît interferonul secretat

de macrofage. El intervine în apararea antivirală şi antitumorală.
· Ele diferă între ele în funcţie de tipul de ţesut conjunctiv căruia îi aparţin şi chiar în cadrul

aceluiaşi tip de ţesut conjunctiv, în funcţie de localizare. Dacă se transplantează porţiuni de piele
palmară sau plantară la nivelul trunchiului, aceasta se va îngroşa ca urmare a fibroblastelor care
sunt diferite şi induc diferenţele epiteliale.

C.1.5.2 Cultivarea fibroblastului
Caseta 18. Etapele cultivării fibroblastelor
Există două metode utilizate în mod obişnuit pentru obţinerea culturilor de fibroblaste.

I. Prima etapă constă în prelevarea unei porţiuni de piele de dimensiunea de 2 × 5 mm. Înainte de a
primi cultura, această porţiune de piele se prelucrează cu antibiotice şi antimicotice, apoi epiderma şi
ţesutul adipos sunt eliminate, iar derma rămasă se taie în bucăți mici cu foarfecele. Fragmentele
rezultate ale dermei sunt plasate separat pe suprafaţa umedă a cutiei petri şi lăsate timp de 5-10 minute,
cu scop de adeziune, se adaugă apoi puțin mediu de cultură și se incubează timp de 24 ore. După acest
interval de timp, se adaugă mediul de cultură. Pentru obţinerea fibroblastelor durata de timp este de cca
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o săptămînă.
La etapele incipiente este de dorit ca fragmentele să rămînă ataşate la suprafața vasului de cultură, cele
fragmente ce s-au detaşat să fie mutate în vase noi. Creşterea numărului de fragmente aderente se
datorează acoperirii vasului de către sticlă: ce creează o presiune suplimentară, mărind astfel suprafața
de contact a fragmentelor cu mediul de cultură. Proliferarea fibroblastelor se poate stimula prin
adăugarea în mediul de cultură, pentru o perioadă scurtă, a tripsinei – EDTA, dar nu trebuie uitat
faptul, că timpul de expunere trebuie să fie considerabil mai mic decît timpul necesar pentru a separa
celulele din peretele vasului.
La cultivare se foloseşte mediul de cultură ce conţine 90 % mediul de cultură DMEM şi 10 % ser bovin
fetal suplimentat cu 0,1 % Sodiu L – glutamină.
II. A doua etapă constă în extragerea fibroblastelor din fragmente mici de dermă. După lavajul cu
soluţie de antibiotic (sol.Ghentamicină 80 mg) maximal este necesar de-a mărunţi ţesutul, se adaugă
soluție de colagenază 0,1 %, se amestecă şi se pun în incubator timp de 40-60 minute apoi se
selectează cu ajutorul pipetei şi se centrifughează.
Fracţiunea de celule primite se diluează pe mediu nutritiv și se incubează pînă la formarea
monostratului de celule. Mediul nutritiv este schimbat după necesitate, aproximativ la 2-3 zile. După
obţinerea monostratul de celule şi subcultivarea acestora are loc producerea liniei de fibroblaşti.
III. A treia etapă este tripsinizarea cu ajutorul soluţiei Versen şi tripsinei la 40°C. Cîte 2 ml de
suspensie de celule se însămînțează pe cutia Petri şi sunt incubate în condiţii de umiditate de    37°C,
cu 5 % CO2. Densitatea celulelor însămînţate, în creşterea culturilor de celule şi fibroblaste umane, este
de 2 x 104 per cm2 suprafaţă. Numărul coloniilor se determină la 14-18 zile după însămînțare. Celulele
se fixează cu soluţie de Formol 10 % și  se  colorează cu  albastru  de  metilen.  Eficiența cultivării este
definită ca raportul dintre numărul de colonii/la numărul de celule placate. Ca tulpini de control pot fi
utilizate fibroblaste din pielea feţilor embrionali de 8-12 săptămîni. Pentru tulpinele embrionare,
eficacitatea multiplicării, adică capacitatea celulelor de a forma colonii formate din 16 sau mai multe
celule, variază de la 38-82 % iar pentru tulpinile postnatale - 12-60 %. Pentru producţia cantităţii
necesare de celule pentru transplant sunt necesare 5-6 pasaje în cultură.
Pentru a preveni transmiterea de infecții, fibroblastele se testează la HIV , hepatita A, B și C,
Citomegalovirus, mycoplasma, chlamydia și sîngele donatorului.
Cu ajutorul microscopului se studiază morfologia celulară. În condiții normale, fibroblastele sunt
celule fusiforme, alungite, cu citoplasma clară. Celulele pot fi utilizate direct pentru tratament sau vor
fi congelate și vor fi folosite mai tîrziu. Congelarea fibroblastelor are loc în mediu care conţine 70 %
DMEM, ser bovin fetal 20 % și 10 % dimetilsulfoxi DMSO. Celulele decongelate pot fi utilizate pentru
cultura secundară și generarea unui număr suficient de celule pentru scopuri terapeutice.

Caseta 19. Medii de cultură şi necesarul pentru cultivarea fibroblastelor
Pentru cultivarea celulară se utilizează:

· Mediile de cultură: medii Thioglycollate Broth Dextrose, medii Sabourand Dextrose, (MEM),
Dulibenco Modificat (DMEM), F-12, Ser bovin fetal.
· Reactivele: soluţii de tripsină, soluţia Versen (EDTA), soluţia tampon fosfat.
· Dispozitivele: veselă din plastic de unică folosinţă, vase sterile 200 ml de polipropilenă; seringi de

2 ml; pipetele de unică folosinţă Pasteur, pompa de cauciuc pentru pipetare, flacoane preconizate pentru
lavajul cu antibiotic, tuburi conice din polipropilen, lamele din sticlă pentru microscopie, pincete
oftalmologice anatomice şi chirurgicale, foarfece oftalmologice, incubator, termostat, hotă cu flux
laminar de aer, bandaje de tifon parafinizate.

Caseta 20. Prelevarea
· Recoltarea unei porţiuni de piele în staţionar în urma unei operaţii semiinvazive, pentru cultivarea

culturilor celulare.
· Probele prelevate pentru testele bacteriologice sunt colectate în staţionar.

Caseta 21. Procedura operaţională
· Se ia o probă de cultură şi se aplică pe mediul  Thioglycollate Broth Dextrose



14

· Se închide vasul şi se incubează la temperatura de 370C.
Testele biologice urmăresc decelarea microorganizmelor patogene ce pot fi prezente pe materialul
biologic studiat.

C.1.6. Conduita postoperatorie

Caseta 22. Conduita postoperatorie
·  Se exclude efortul fizic 7- 10 zile
· Regim alimentar (masa 1 prima zi)
· Examen obiectiv zilnic
· Antibioticoterapie - conform antibioticogramei
· Preparate analgezice (Dexketoprofenum, Tramadolum)
· Preparate anticuagulante (Nadroparini calcium, Bemiparinum, Enoxaparini natrium, Heparini

natrium)
· Antihistaminice (Diphenhydraminum, Clemastinum, Chloropyraminum)
· Vitaminoterapie
· Gastroprotectori
· Tratament local (toaleta plăgilor postoperatorii, pansamente aseptice cu Povidoni iodidum1% ş.a.,

prelucrarea plăgilor donor (în cazul metodei mixte) cu Xeroform*, iradiere cu raze infraroşii.

C.1.6. 1 Supravegherea
Caseta 23. Supravegherea în dinamică după epitelizarea/cicatrizarea plăgilor

· După epitelizarea totală efectuarea băiţelor cu infuzii de romaniţă, sare de mare
· Control repetat peste 2-3 săptămîni
· Evidenţa medicului de familie
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