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Rezumat
Pentru obtinerea rezultatelor optime in analizele molecular-genetice trebuie sa asiguram calitatea si
cantitatea necesara de molecule ADN inca de la momentul izolarii sau extractiei acestora din probele biologi-
ce. Reusita obtinerii ADN cu unii parametri de calitate i cantitate depinde atat de metoda prin care procesam
materialul biologic, cét si de calitatea tesutului procesat [Kirby L., 1990]. In prezenta lucrare, am studiat acesti
parametri ai ADN genomic uman extras din singe decongelat prin doud metode, si anume — metoda Grimberg
(1989) si metoda QIAamp (2003).
Summary
Better results are obtained when DNA taken in molecular-genetics studies is of higher quality and
sufficient quantity at each step including extraction. These DNA parameters depends first on the method for
processing of the biologic sample and the quality of tissue [Kirby L., 1990]. In the paper we have investigated
the purity and quantity of some human genomic DNA samples extracted from defrozen blood with two methods
- Grimberg (1989) and QIAamp (2003).
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Hemoragia masiva dintr-un organ parenchimatos friabil a impus intotdeauna cautarea permanen-
ta a solutiilor noi de hemostaza. In prezent, in afari de tehnicile de hemostazi mecanici se utilizeaza
si un sir de preparate cu efect hemostatic local, care faciliteaza hemostaza [1]. Actualmente continua
studierea si implementarea in practica clinica sau experimentalad a noilor preparate hemostatice loca-
le, domeniul hemostazei rdimanand a fi un obiectiv imperios al cercetarilor din ultimele decenii. Desi
adezivul BioGlue® (Cryolife, Inc., Kennesaw, GA) se utilizeaza in mai multe domenii, in literatura de
specialitate nu sunt date experimentale si clinice, ce ar marturisi despre aplicarea acestuia in chirurgia
hepatica.

Scopul studiului. Cercetarea efectului hemo- si biliostatic si a proceselor reparative ale tesutu-
lui hepatic in cazul utilizarii adezivului biologic tisular glutar-albuminic necomercial prin modelarea
leziunii traumatice a parenchimului hepatic.

Materiale si metode. Pentru cercetarea experimentald a hemostazei definitive prin modela-
rea leziunilor traumatice ale ficatului s-au utilizat 20 sobolani masculi Wistar, greutatea medie
317,42+5,39¢. La etapa initiald a experimentului sobolanii au fost supusi laparotomiei medii supe-
rioare circa 2 cm cu anestezie generala Ketamin (Calypsol®, GR, Hungary) 6mg/kg (premedicatie
Sibazonum 2,5mg/kg + Atropini sulfatis 0,5mg/kg). Sobolanilor 1i s-au produs leziuni traumatice
ale ficatului de diferit grad de severitate (plagi rupte, scalpate, intepate, rezectii marginale de organ).
Pentru hemostaza s-a utilizat adezivul glutar-albuminic necomercial (AGA) (sol.glutaraldehida 10%
+ sol.albumina 35% 1n proportie de 1:4), pregatit ex fempore. Acesta a fost aplicat pe plaga cu ajutorul
aplicatorului tip DUPLOJECT.
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Pentru studierea efectului hemo- si biliostatic animalele au fost divizate in doua loturi, metodica
de aplicare a adezivului fiind diferita. In lotul I adezivul a fost aplicat pe suprafata singeranda a pla-
gii, iar in lotul II suprafata plagii era ,,uscatd”, adica fara hemoragie parenchimatoasa, acest fenomen
fiind dobandit prin compresia manuald fina a marginilor plagii. Efectul hemostatic a fost apreciat
conform intervalului de timp necesar pentru polimerizarea si obtinerea hemostazei definitive. Ulte-
rior, animalele au fost sacrificate cu anestezie (concentratii letale), in serie cate 5 peste 7, 14, 21, 28
de zile dupi aplicarea adezivului cu studierea macroscopica a fostului cAmp operator. In final s-au
prelevat piese ale ficatului pentru studiul morfopatologic. Piesele postoperatorii s-au fixat cu solutie
de 10% formalina neutra, iar sectiunile standard au fost colorate cu hematoxilina-eozind, picrofuxina
dupa van Gieson.

Rezultate. La animalele din lotul I, cand adezivul era aplicat pe suprafata sangeranda a leziunii,
intervalul mediu de timp suficient pentru hemostaza a fost de 133,44+14,99 sec., in 3 cazuri de leziuni
severe (gr. III-1V) aplicarea adezivului fiind repetatd. Timpul de polimerizare a adezivului si drept
consecinta efectul hemostatic la animalele experimentale din lotul II a fost obtinut in medie peste
34,60+2,39 sec., indiferent de severitatea leziunii.

Astfel, efectul clinic de hemostaza definitiva, utilizind AGA, a fost reusit, intervalul de timp ne-
cesar fiind in functie de conditiile de aplicare a acestuia pe suprafata plagii organului parenchimatos.
Timpul de polimerizare a preparatului era semnificativ mai redus in lotul II, cand suprafata plagii a
fost ,,uscatd” comparativ cu timpul necesar pentru hemostaza in lotul I de animale (p<0,001).

In general, perioada postoperatorie a evoluat favorabil. Au decedat 8 animale: 3 - in primele ore
de la interventie, 4 — peste 2 zile dupa operatie, iar un sobolan - la a 11-a zi postoperator. La necrop-
sia animalelor decedate nu s-au depistat semne de hemoragie intraabdominald sau peritonita biliara,
efectul hemostatic fiind stabil in toate cazurile, si doar in cazul ultimului animal s-au depistat semne
de ocluzie intestinala aderentiala. Probabil, decesul precoce al animalelor n primele ore si zile dupa
interventia chirurgicald (n=7) a fost conditionat de efectele sau erorile in cadrul anesteziei. Procesul
aderential care a provocat ocluzia intestinald peste 11 zile dupa operatie s-a dezvoltat ca rezultat al
excesului de adeziv utilizat pentru hemostaza. Acesta s-a raspandit pe organele adiacente ficatului
(stomac, oment, anse ale intestinului subtire), fixdndu-le Intr-un conglomerat inflamator.

La studierea macroscopica a ficatului peste 7 zile s-a observat ca adezivul este prezentat de un
proces bine organizat, bine demarcat de la tesutul hepatic nelezat, are o culoare negrie, marginal cu
membrana albicioasd. Catre locul de aplicare a adezivului aderd omentul, in unele cazuri organele
mobile adiacente: stomacul, anse ale intestinului subtire. Examenul histopatologic al ficatului de-
monstreaza modificari morfologice diverse in capsula fibroasa si in parenchimul hepatic in functie de
termenul postoperator.

In termen de 7 zile dupa hemostaza cu AGA a leziunii traumatice a ficatului in unele zone pot
persista focare de necroza si necrobioza a hepatocitelor, dar separate de parenchimul hepatic cu o re-
actie de demarcare constituita din limfocite, macrofage, reticulo-endoteliocite stelate (celule Kupffer)
(fig.1) cu putine fibroblaste si fibre de colagen la colorare cu picrofuxini dupa van Gieson. In regiunea
suprafetei de contact cu adezivul se observa hepatocite in curs de necrobioza cu citoplasma acidofila,
unele sunt incapsulate in infiltratul inflamator celular cu un continut moderat de fibroblaste si fibre
de colagen. In alte sectoare se formeaza tesut de granulatie cu multiple vase de tip capilar neofor-
mate, cu fragmente din trabeculele hepatice si hepatocite separate cu distrofie vacuolara, se contu-
reaza formatiuni celulare epiteliale ale canaliculelor biliare neoformate (fig.2). In zonele cu leziuni
superficiale si acoperite cu adeziv stratul hepatocitelor acidofile cu semne de necrobioza este minim
(1-2), precum si procesele inflamator-regenerative subiacente. Concomitent se evidentiaza si cazuri
in care la procesele inflamatorii se asociaza si infiltrate leucocitare purulente. Ultimele au extindere
diversa: de la focare solitare pana la cele difuze cu celule gigante multinucleate de tip Langhans, ce
demonstreaza scaderea activititii fagocitare cu aparitia proceselor de endocitobioza. In unele cazuri
infiltratele neutrofile pot fi mai profunde cu zone de destructie si lezarea adezivului cu formarea unei
zone de infiltratie flegmonoasa. Mai rar procesul inflamator tinde spre evolutie cronicd cu infiltrate
limfoplasmocitare subcapsulare, cu localizare interlobulara, pot aparea si elemente celulare eozinofi-
le, ce presupune o reactie alergicd a tesutului hepatic la adeziv.
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Fig. 1. Hepatocite cu citoplasma acidofila (1), focare Fig.2. Necrobioza hepatocitelor cu tesut de
de necroza si necrobioza (2), reactie de demarcare granulatie (1) si vase de tip capilar neoformate
(3) HE x 180 (2) HE x 180

In termen de 14 zile dupa hemostaza locald cu AGA procesele de organizare si regenerare sunt
mai evidente. Sub adeziv se formeaza un strat de tesut conjunctiv cu fibroblaste, histiocite, macrofa-
ge, limfocite, plasmocite, cu o retea fina de fibre de colagen, vase capilare sau o zona predominant
celulari cu caracter fibroblastic-macrofagal. In unele cazuri prin colorare cu picrofuxina se depisteaza
fibre de colagen stratificate de diversa grosime cu predominare sub adeziv, In unele sectiuni cu aso-
ciere de celule macrofagale si gigantocelulare, ce demonstreaza persistenta inflamatiei proliferative
granulomatoase. In aceste zone apar si canalicule biliare neoformate, care in unele sectiuni formeaza
conglomerate, focare amorfe omogene in curs de resorbtie cu prezenta elementelor eozinofile, iar in
jurul unora infiltratul inflamator celular formeaza stratificari capsulare, mai rar se depisteaza fragmen-
te lamelare din substanta adeziva, incapsulate cu semne de resorbtie macrofagald si gigantocelulara
cu manifestare a proceselor de endocitobioza (fig.3). Modificari similare persista si in cazul plagilor
profunde cu procese active de resorbtie a hepatocitelor dezintegrate si a adezivului, ce a patruns in
parenchimul hepatic (fig.4).

Fig.3. Fragmente lamelare incapsulate de adeziv Fig. 4. Plaga profunda cu proces de resorbtie (1)
(AGA) in campul de resorbtie macrofagala (1) a adezivului tisular (AGA) HE x 180
HE x 720

In parenchimul hepatic adiacent se depisteaza schimbiri distrofice proteice si vacuolare, persista
unele hepatocite in curs de necrobioza, se observa o activare pronuntatd a reticulo-endoteliocitelor
stelate (celule Kupffer). In unele cazuri procesele de fibrilogeneza sunt minime cu formarea unui strat
fin de tesut conjunctiv cu vase capilare neoformate. Predomina insa procesele resorbtive cu incapsu-
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lare a maselor masive adezive sau cu resorbtia totald cu elemente in curs de fagocitoza intracitoplas-
matica in celulele gigantocelulare.

In termen de 21 de zile procesele de organizare si regenerare sunt prezentate de un strat de tesut
conjunctiv format Intre parenchimul hepatic cu modificari distrofice granulare si adeziv cu hepatocite
asociate solitare. In alte cazuri ultimele sunt incapsulate complet sau cu mase reziduale ale adezivului
biologic tisular glutar-albuminic in zona de resorbtie macrofagala, se depisteaza vase de tip capilar
si canalicule biliare neoformate. Capsula fibroasa este bine colagenizata, cu penetrare in unele cazuri
a laminei limitante lobulare, mai rar cu infiltrate intralobulare in focar si activizarea celulelor reti-
culoendoteliale. Plagile mai profunde ale parenchimului hepatic se supun organizarii cu formare de
traveuri cicatriceale, in care se observa mase reziduale fagocitate sau Incapsulate.

In termen de 28 de zile capsula ficatului se restabileste prin maturizarea tesutului conjunctiv
(fig.5), desi procesele de resorbtie macrofagala si gigantocelulara persistd, in unele cazuri ultimele
predomina.

Fig.5. Restabilirea capsulei conjunctive
sub adeziv (sageata) VG x 720

In parenchimul hepatic adiacent se depisteaza modificari distrofice proteice granulare in cito-
plasma, nucleele cu 1-3 nucleole conturate; unele hepatocite cu citoplasma condensata, putin acidofi-
14; se noteaza o activizare moderati a celulelor reticuloendoteliale. In pligile mai profunde procesele
de organizare au aceeasi dinamica si caracter cu incapsularea maselor restante din adeziv, cu resorbtie
si acumulari reziduale in celulele macrofagale ale tesutului conjunctiv. In parenchimul hepatic se
constata modificari similare celor din hepatocitele subcapsulare — modificari distrofice in hepatocite
si activizarea celulelor reticuloendoteliale.

Discutii. Adezivul biologic BioGlue® (Cryolife, Inc., Kennesaw, GA) prezintda un amestec din
albumina sericd bovina 45% si glutaraldehida 10%, care se polimerizeaza instantaneu la aplicare
peste 20-30 sec. si formand un ,,aliaj” durabil peste 2 min., testat si aplicat in mai multe domenii
(chirurgie cardiaca, toracicd, urologie etc).

Datele cercetdrii de fata au aratat cd pentru aderarea adezivului cu tesutul este necesara aplica-
rea acestuia pe o suprafatd ,,uscatd”. Este important a respecta acuratetea in aplicarea adezivului, a
proteja organele adiacente de contactul cu polimerul pani la faza de organizare stabila. In acest scop
este necesar a delimita cu tampoane campul operator, a inlitura surplusul de adeziv din camp. In caz
contrar, se va produce un proces aderential pronuntat format din organele unde a patruns adezivul.
Cazul de ocluzie intestinala la un sobolan decedat la a 11-a zi postoperator este elocvent. Procesul
aderential care a provocat ocluzia intestinala s-a dezvoltat ca rezultat al excesului de adeziv utilizat
pentru hemostaza. Acesta s-a raspandit pe organele adiacente ficatului, fixandu-le intr-un conglome-
rat inflamator.

Studiile preclinice pe animale au demonstrat eficacitatea adezivului BioGlue 1n chirurgia vasculara
si cardiaca. Conform studiilor lui Passage si coaut. (2005), BioGlue ofera chirurgilor toracici o alter-
nativa in combaterea complicatiilor postoperatorii, cum ar fi: aeroragia si fistulele bronhopleurale n
interventiile pe torace [2]. Adezivul BioGlue este un produs sigur si eficace in ermetizarea laceratiilor
pulmonare 1n prevenirea aeroragiei dupa sutura mecanica cu stapler in plamanul emfizematos, precum
si in profilaxia fistulelor bronhopleurale [3, 4]. Intr-un studiu experimental de chirurgie plastica pe so-
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bolani Menon si coaut. (2003) au demonstrat eficacitatea BioGlue 1n profilaxia seromului dupa mas-
tectomie [5]. Intr-un articol de Chao si Torchiana (2003) s-au discutat mecanismele de actiune si com-
pozitia agentului adeziv, datele rezultatelor experimentale si ale studiului clinic prospectiv randomizat
preliminar 1n chirurgia vasculara [6]. Rezultatele preliminare au documentat eficacitatea adezivului in
reducerea hemoragiei comparativ cu tehnicile conventionale si cu utilizarea adezivului fibrinic [7, 8].

Rezultate similare au fost Tnregistrate si in cazul altor studii de chirurgie laparoscopica [9, 10].
Cu toate acestea existd comunicari unice controversate, cum ar fi cele ale lui Klimo P. si coaut. (2007),
care au gasit o corelatie reciproca intre aplicarea BioGlue si declansarea complicatiilor infectioase
postoperatorii in plaga In neurochirurgia pediatrica, conditionatd de un intens raspuns inflamator pi-
ogen si granulomatos [11]. Contrar acestei afirmatii rezultatele obtinute intr-un studiu experimental
pe oi, initiat de Herget G. si coaut. (2001), au demonstrat eficacitatea Tnaltd a utilizarii adezivului
BioGlue in ermetizarea defectelor parenchimului pulmonar si a anastomozelor bronhiale cu efecte
secundare minime, cum ar fi formarea granuloamelor endobronhiale [12].

Concluzii

Asadar, rezultatele preliminare ale acestui studiu demonstreaza ca adezivul biologic glutar-albu-
minic necomercial asigura hemostaza rapidd, adecvata si sigurd in leziunile traumatice ale ficatului.
Efectul hemo- si biliostatic reusit este determinat de conditiile de aplicare a adezivului: timpul de
polimerizare a preparatului fiind semnificativ mai redus 1n cazul aplicarii adezivului glutar-albuminic
pe suprafata leziunii hepatice fara hemoragie activa, comparativ cu efectul hemostazei definitive ob-
tinut la aplicarea acestuia pe suprafata sangeranda a plagii (p<0,001). De aici rezulta ca eficacitatea
hemostazei in leziunile hepatice insotite de hemoragie activa dicteaza necesitatea utilizarii metodelor
de hemostaza provizorie din leziunea hepaticd, inclusiv compresiunea manuala a leziunii, ,,manevra”
Pringle etc. Aceasta ar reduce pierderea sangvina si ar facilita efectul hemostazei definitive.

Examenul morfopatologic in dinamica (7-28 de zile) al ficatului, consecutiv modelarii leziunii
parenchimului hepatic si aplicarii adezivului tisular glutar-albuminic necomercial, aratd persistenta
evolutiva a proceselor de inflamatie nespecifica, de organizare si resorbtie macrofagala si gigantoce-
lulara a adezivului biologic. Aceste procese pot evalua in dinamica de la schimbari alterativ-exudative
nespecifice pana la cele proliferative granulomatoase cu elemente de endocitobioza, ca o manifestare
a reactiei de hipersensibilitate de tip tardiv. Aparitia numai in unele cazuri a componentului celular
eozinofil in zona reactiei de demarcare poate presupune si o reactie alergicd minima a tesutului he-
patic la adezivul tisular glutar-albuminic necomercial. Mai rar pot surveni si complicatii inflamatorii
acute purulente, inclusiv cu dezintegrarea adezivului, precum si o cronizare a procesului de resorbtie
si organizare a sectorului traumatizat, fapt sustinut si de datele din literatura de specialitate [12].

In parenchimul hepatic adiacent se observa un spectru divers de modificiri: initial — de schimbari
distrofice proteice reversibile pana la aparitia semnelor de necrobioza; ulterior — cu progresarea proce-
selor de resorbtie: se evidentiazd elemente compensatorii cu hepatocite polinucleare cu depistarea a 2-3
nucleole 1n unele nuclee ale hepatocitelor. Este semnificativa si activizarea concomitenta a celulelor
reticuloendoteliale, ce demonstreaza implicarea acestora n procesele regenerativ-compensatorii.

Pentru profilaxia complicatiilor postoperatorii este important a respecta acuratetea aplicarii ade-
zivului pana la faza de polimerizare completa prin delimitarea cu tampoane a campului operator, in-
laturarea surplusului de adeziv din camp, pentru a evita producerea procesului aderential perihepatic
cu evolutie eventuala in ocluzie intestinala.

Desi rezultatele studiului experimental sunt statistic semnificative, sunt necesare studii clinice
prospective ulterioare pentru cercetarea toxicitatii adezivului biologic glutar-albuminic necomercial,
a particularitatilor tehnologiei de producere cu scopul validarii adezivului glutar-albuminic necomer-
cial in chirurgia hepatica umana.
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Rezumat
Autorii descriu studiul experimental al principiilor de aplicare si efectele unei metode noi de hemostaza
in leziunile traumatice ale ficatului, utilizand adezivul biologic tisular glutar-albuminic necomercial. Rezulta-
tele preliminare obtinute demonstreaza o eficacitate Tnalta de hemo- si bilistaza a adezivului si particularitatile
proceselor reparative ale tesutului hepatic in dinamica.

Summary
Authors describe the principles of application and effects of a new method of hemostasis in experimental
liver injury using non-commercial albumin-glutaraldehyde sealant. The obtained preliminary results
demonstrated a high hemo- and biliostatic efficiency of this sealant and liver tissue regenerative process
particularities.

PANCREATOJEJUNOSTOMIA CU SUTURA MONOPLANICA CONTINUA
IN PANCREATODUODENECTOMIE

Eugen Gutu, dr. h. in medicind, conf. univ., Vladimir Iacub, dr. in medicina, conf. univ.,
Dumitru Casian, dr. in medicina, conf. univ., USMF “Nicolae Testemitanu”

Pancreatoduodenectomia (PDE) reprezinta tratamentul standard pentru carcinomul pancreatic.
Insa dehiscenta anastomozei pancreatice este cauza principala a mortalitatii dupa PDE [1, 2]. Pancre-
atojejunostomia (PJS) este realizata traditional in doud planuri de suturi. Planul intern apropie bontul
pancreasului de jejun; planul extern invagineaza pancreasul in ansa jejunald. Procedeul este tehnic
dificil, indeosebi aplicarea randului posterior de suturi, din cauza mobilitatii reduse si a friabilitatii
bontului pancreatic.

Scopul studiului este descrierea unei tehnici simple de PJS monoplanica cu sutura continua, ce
asigura buna invaginare a pancreasului 1n jejun.
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