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INTRODUCERE
Laboratorul de fertilizare în vitro (FIV) este o parte esențială a departamentului de Reproducere Umană Asistată (RUA), care asigură prelucrarea și stocarea materialului biologic reproductiv în vederea utilizării acestuia în tehnicile RUA. Normele generale de funcționare ale laboratorul FIV trebuie să fie conforme cu legislația europeană și română în vigoare și în acord cu ghidurile Societății Europene de Reproducere umană și Embriologie (ESHRE), privind bunele practici, managmentul calității și criteriile minime de performanță în laboratoarele FIV. 

Terminologia standardizată trebui să ajute la analiza tendințelor la nivel mondial în ceea ce privește Reproducerea Umană Asistată (RUA) și la compararea rezultatelor între țări și regiuni. Acest glosar va contribui la o comunicare mai standardizată între profesioniștii specializați în Tehnici de Reproducere Umană Asistată (ART) precum și între responsabilii registrelor naționale, regionale și internaționale.
Glosar:
Anomalii congenitale: toate anomaliile structurale, funcționale și genetice diagnosticate la feții avortați, la naștere sau în perioada neonatală.
ANT: Agenția Națională de Transplant
Avort indus: întreruperea unei sarcini clinice care are loc înainte de împlinirea a 24 de săptămâni complete de vârstă gestațională (22 săptămâni după fertilizare) sau, dacă nu se cunoaște vârsta gestațională, a unui embrion/făt de mai puțin de 500 de grame.
Avort spontan: pierderea spontană a unei sarcini clinice care are loc înainte de împlinirea a 24 de săptămâni complete de vârstă gestațională (22 săptămâni după fertilizare) sau, dacă nu se cunoaște vârsta gestațională, a unui embrion/făt de mai puțin de 500 de grame.
Avort spontan recurent: pierderea spontană a două sau a mai multe sarcini clinice, consecutiv.
Blastocist: un embrion, la cinci sau șase zile după fertilizare, cu o masă celulară internă, strat exterior de trofectoderm și o cavitate blastocel umplută cu lichid.
BOP: Boala Ovarelor Polichistice.
Ciclu anulat: un ciclu ART în care stimularea sau monitorizarea ovariană a fost efectuată cu intenția de a trata, dar nu s-a ajuns la aspirație foliculară sau, în cazul unui embrion decongelat, nu s-a efectuat transferul embrionului.
Crioconservare: înghețarea sau vitrificarea și stocarea gameților, zigoților, embrionilor sau țesutului gonadal.
Ciclul de transfer embrionar: un ciclu ART în care unul sau mai mulți embrioni sunt transferați în uter.
Ciclul de transfer de embrioni congelați/dezghețați (FET): o procedură ART în care se efectuează monitorizarea ciclului cu intenția de a transfera un embrion înghețat/dezghețat sau mai mulți embrioni congelați/dezghețați. Notă: Un ciclu FET este inițiat atunci când se administrează medicație specifică sau când se începe monitorizarea ciclului cu intenția de a trata.
Ciclul ovocitelor înghețate/dezghețate: o procedură ART în care se efectuează monitorizarea ciclului cu intenția de a fertiliza ovocitele dezghețate și de a efectua transferul embrionar.
Ciclu inițiat: un ciclu ART în care pacienta primește medicamente specifice pentru stimularea ovariană sau monitorizare în cazul ciclurilor naturale, cu intenția de a trata, indiferent dacă se încearcă sau nu aspirația foliculară.
Ciclu natural modificat: o procedură IVF în care unul sau mai multe ovocite sunt colectate din ovare în timpul unui ciclu menstrual spontan. Medicamentele sunt administrate cu singurul scop de a bloca creșterea spontană a LH și/sau de a induce maturarea finală a ovocitelor.
Ciclu natural IVF: o procedură de IVF în care unul sau mai multe ovocite sunt colectate din ovare în timpul unui ciclu menstrual spontan fără administrarea de medicamente.
Ciclu de donare a ovocitelor: un ciclu în care ovocitele sunt colectate de la un donator sunt fertilizate și, ulterior, embrionul transferat.
Ciclu de de donare de ovocite: un ciclu ART în care pacienta primește ovocite de la un donator.
Ciclu de donare de spermă: un ciclu ART în care o pacientă primește spermatozoizi de la un donator care este altcineva decât partenerul ei.
Chirurgie reproductivă: proceduri chirurgicale efectuate pentru a diagnostica, conserva, corecta și/sau îmbunătăți funcția reproductivă.
Deces neonatal precoce: decesul unui copil născut viu în termen de 7 zile de la naștere.
Donarea de embrioni: transferul unui embrion rezultat din gameți (spermatozoizi și ovocite) care nu provin de la pacienta primitoare și de la partenerul acesteia.
Decesul fătului (copil născut mort): moartea înainte de expulzia completă sau extragerea din mamă a unui produs de fertilizare la cel puțin 24 de săptămâni complete de vârstă gestațională. Decesul este indicat de faptul că, după o astfel de separare, fătul nu respiră și nu prezintă alte semne de viață, cum ar fi bătăi ale inimii, pulsația cordonului ombilical sau mișcarea voluntară a mușchilor.
Diagnostic genetic preimplantare (PGD): analiza corpurilor polare, blastomerilor sau trofectodermului din ovocite, zigoți sau embrioni pentru a depista modificările genetice, structurale și/sau cromozomiale specifice.
Deces neonatal: decesul unui copil născut viu în primele 28 de zile de la naștere.
Ecloziune asistată a embrionului: o procedură în vitro în care zona pelucida a embrionului este, fie subțiată, fie perforată prin metode chimice, mecanice sau cu laser pentru a ajuta la separarea blastocistului.
Embrion: produsul diviziunii zigotului până la sfârșitul stadiului embrionar, la opt săptămâni după fertilizare.
Ecloziune: procesul prin care un embrion în stadiul de blastocist se separă de zona pelucida.
Fertilizare: pătrunderea spermatozoizilor în ovul și combinarea materialului genetic al acestora care conduce la formarea unui zigot.
Făt: produsul fertilizării de la finalizarea dezvoltării embrionare, la opt săptămâni complete după fertilizare, până la avort sau naștere.
Fertilizarea în vitro (IVF): o procedură ART care implică fertilizarea extracorporeală.
Gestație/naștere multiplă: o sarcină/naștere cu mai mult de un făt/nou-născut.
Greutate extrem de redusă la naștere: greutate la naștere mai mică de 1.000 de grame.
Greutate mică la naștere: Greutate la naștere mai mică de 2.500 de grame.
HEPA: filtre de control al aerului cu mare eficiență.
HIV: Human Immunodeficiency Virus (virusul imunodeficienței umane)
HPV: Human Papilloma Virus (virusul papilloma uman)
HVB: hepatita virală B
HVC: hepatita virală C
Implantare: atașarea și penetrarea ulterioară a blastocistului fără zona pelucida (de obicei în endometru) care începe la cinci până la șapte zile după fertilizare.
IMC: Index de Masă Corporală
Inducerea ovulației (OI): tratamentul farmacologic aplicat pacientelor cu anovulație sau oligo-ovulație cu intenția de a induce cicluri ovulatorii normale.
Infertilitate (definiție clinică): o boală a aparatului reproducător definită de eșecul obținerii unei sarcini clinice după 12 luni de relații sexuale regulate neprotejate, iar după vârsta de 35 ani intervalul este de 6 luni.
Injectarea intra-citoplasmatică a spermei (ICSI): o procedură prin care un singur spermatozoid este injectat în citoplasmă ovocitelor.
IUI: Inseminare Intrauterină
IVM: Maturarea în vitro a ovocitelor.
LPS: susținerea fazei luteale.
Mortalitate perinatală: deces fetal sau neonatal care apare în timpul sarcinii târzii (după 20 de săptămâni de vârstă gestațională complete), în timpul nașterii și până la 7 zile complete după naștere.
Mama purtătoare (surogat): o pacientă care poartă o sarcină cu acordul că va ceda produsul nașterii viitorului(ilor) părinte(ți). Gameții pot proveni de la viitorul(ii) părinte(ți)și/sau de la o terță parte (sau părți).
Mic pentru vârsta gestațională: greutatea la naștere mai mică decât 2 deviații standard sub medie sau mai mică decât centila a 10-a, conform graficelor locale de creștere intrauterină.
MESA: Aspirație microchirurgicală a spermei epididimare.
MESE: Extragerea microchirurgicală a spermei epididimare.
Micromanipulare: o tehnologie care permite efectuarea unor mici proceduri chirurgicale pe spermatozoizi, ovocite, zigoți sau embrioni.
MicroTESE: Extracție microchirurgicală a spermei testiculare.
Naștere: expulzia sau extragerea unuia sau a mai mulți feți de la mamă după 24 de săptămâni complete de vârstă gestațională.
Naștere prematură precoce: nașterea unui copil viu sau mort care are loc între săptămânile a 24-a și a 28-a de vârstă gestațională.
Naștere prematură: nașterea unui copil viu sau mort între săptămânile a 24-a și a 37-a complete de vârstă gestațională.
Nașterea la termen: nașterea unui copil viu sau mort care are loc între săptămânile a 37-ași a 42-a de vârstă gestațională.
Naștere a unui copil viu: expulzia sau extragerea completă de la mama sa a unui produs de fertilizare, indiferent de durata sarcinii, care, după separare, respiră sau prezintă orice alte semne de viață, precum bătăi ale inimii, pulsația cordonului ombilical ori mișcarea voluntară a mușchilor, indiferent dacă cordonul ombilical a fost tăiat sau dacă placenta este atașată.
Naștere supramaturată: nașterea unui copil viu sau mort care are loc după 42 de săptămâni complete de vârstă gestațională.
PESA: Aspirarea percutanată a spermei epididimare.
Perioada neonatală: intervalul de timp care începe la naștere și se termină la 28 de zile după naștere.
Rata sarcinilor clinice: numărul de sarcini clinice exprimat la 100 de cicluri inițiate, cicluri de aspirație sau cicluri de transfer embrionar. Notă: Când se menționează rata sarcinilor clinice, trebuie specificat numitorul (cicluri inițiate, aspirate sau de transfer embrionar).
Rata nașterilor după tratamentul ART per pacient: numărul de nașteri cu cel puțin un copil născut viu pentru fiecare pacient în urma unui număr specificat de tratamente ART.
Rata nașterilor: numărul de livrări exprimat la 100 de cicluri inițiate, cicluri de aspirație sau cicluri de transfer de embrioni. Când se menționează rata nașterilor, trebuie specificat numitorul (cicluri inițiate, aspirate sau de transfer embrionar). Aceasta include nașterile care au dus la nașterea unuia sau a mai mulți copii vii și/sau născuți morți. Notă: Nașterea unei singur copil dintr-o sarcină uniovulară, a gemenilor sau alte sarcini multiple se înregistrează ca o singură naștere.
Rata cumulativă a nașterilor cu cel puțin un copil născut viu: numărul estimat de nașteri cu cel puțin un copil născut viu rezultat dintr-un ciclu ART inițiat sau aspirat, inclusiv ciclul în care sunt transferați embrioni proaspeți și ciclurile ART ulterioare cu embrioni  înghețați/decongelați. Această rată este utilizată atunci când un număr mai mic față de numărul total de embrioni proaspeți și/sau congelați/decongelați au fost utilizați dintr-un ciclu ART. Notă: Nașterea unui singur copil dintr-o sarcină uniovulară, a gemenilor sau alte sarcini multiple se înregistrează ca o singură naștere.
Reducerea embrionilor/feților: o procedură de reducere a numărului de embrioni sau feți viabili într-o sarcină multiplă.
Rata de implantare: numărul de saci gestaționali observați, împărțit la numărul de embrioni transferați.
Rata nașterilor de copii vii: numărul de nașteri care au dus la cel puțin un copil născut viu, exprimat la 100 de cicluri inițiate, cicluri de aspirație sau cicluri de transfer embrionar. Când se menționează rata nașterilor, trebuie specificat numitorul (cicluri inițiate, aspirate sau de transfer embrionar).
Reproducere umană asistată medical (RUAM): reproducerea produsă prin inducerea ovulației, stimularea ovariană controlată, declanșarea ovulației, proceduri ART și inseminarea intrauterină, intracervicală și intravaginală cu material seminal al soțului/partenerului sau donatorului.
Rata totală a nașterilor cu cel puțin un copil născut viu: numărul total estimat de nașteri cu cel puțin un copil născut viu rezultat dintr-un ciclu ART inițiat sau aspirat, inclusiv toate ciclurile ART cu embrioni proaspeți și toate ciclurile ART cu embrioni înghețați/dezghețați. Această rată este utilizată atunci când au fost utilizați toți embrionii proaspeți și/sau congelați/dezghețați dintr-un ciclu ART. Notă: Nașterea unui singur copil dintr-o sarcină uniovulară, a gemenilor sau alte sarcini multiple se înregistrează ca o singură naștere.
RCT: studii clinice randomizate 
Sarcina clinică cu bătăi cardiace fetale: sarcină diagnosticată ecografic sau documentație clinică a cel puțin unui făt cu bătăi cardiace. Aceasta include și sarcină ectopică.
Stimularea ovariană controlată (COS) pentru ART: tratament farmacologic prin care pacientele sunt stimulate să inducă dezvoltarea foliculilor ovarieni multipli pentru a obține ovocite multiple la aspirația foliculară.
Stimularea ovariană controlată (COS) pentru cicluri non-ART: tratament farmacologic pentru paciente prin care ovarele sunt stimulate să producă mai mult de un ovocit.
Sarcină ectopică: o sarcină în care implantarea are loc în afara cavității uterine.
Sarcină biochimică (avort spontan preclinic/avort spontan): o sarcină diagnosticată numai prin depistarea HCG în ser sau urină și care nu se transformă într-o sarcină clinică.
Sarcina clinică: o sarcină diagnosticată prin vizualizarea ecografică a unuia sau a mai mulți saci gestaționali sau prin semne clinice de sarcină evidente. Aceasta include și sarcină ectopică. Notă: sacii gestaționali multipli sunt considerați ca fiind o singură sarcină clinică.
Sac gestațional: o structură lichidiană asociată cu sarcina timpurie, care poate fi localizată în interiorul sau în afara uterului (în cazul unei sarcini ectopice).
Stimulare ovariană ușoară pentru FIV: o procedură în care ovarele sunt stimulate fie cu gonadotropine și/sau cu alți compuși, cu intenția de a limita numărul de ovocite obținute pentru FIV.
Sindrom de hiperstimulare ovariană (SHSO): un răspuns sistemic exagerat la stimularea ovariană caracterizat printr-un spectru larg de manifestări clinice și de laborator. Este clasificat ca ușor, moderat sau sever, în funcție de gradul de distensie abdominală, de mărire a ovarelor și de complicații respiratorii, hemodinamice și metabolice.
Screening genetic preimplantare (PGS): analiza corpurilor polare, blastomerilor sau trofectodermului din ovocite, zigoți sau embrioni pentru a depista aneuploidia, mutațiile și/sau rearanjarea ADN-ului.
Sac(i) sau embrion(i) dispăruți: dispariția spontană a unuia sau a mai mulți saci sau embrioni gestaționali într-o sarcină în curs, documentată ecografic.
Tehnologie de reproducere asistată (ART): toate tratamentele sau procedurile care includ manipularea în vitro a ovocitelor și a spermatozoizilor sau a embrionilor umani, în scopul obținerii unei sarcini. Aceasta include, dar fără a se limita la, fertilizarea în vitro și transferul embrionilor, transferul în interiorul trompei uterine al gameților și al zigoților, transferul tubar al embrionilor, crioconservarea gameților și embrionilor, donarea de ovocite și embrioni și mame purtătoare de sarcină. ART nu include inseminarea asistată (inseminarea artificială) folosind spermatozoizii fie de la partenerul unei paciente, fie de la un donator de spermatozoizi.
Transfer selectiv de embrioni: transferul unuia sau al mai mulți embrioni, selectați dintr-o cohortă mai mare de embrioni disponibili.
Transferul de embrioni (ET): procedura în care unul sau mai mulți embrioni sunt introduși în uter sau trompa uterină.
Torsiune ovariană: rotirea parțială sau completă a pediculului vascular ovarian care provoacă obstrucția fluxului sanguin ovarian și care poate duce la necrozarea țesutului ovarian.
TESA: Aspirarea spermei testiculare.
TESE: Extracția spermei testiculare.
Vârsta gestațională: vârsta unui embrion sau făt calculată prin adăugarea a 2 săptămâni (14 zile) la numărul de săptămâni complete de la fertilizare. Notă: Pentru transferurile de embrioni congelați/decongelați, se calculează o dată estimativă a fertilizării prin scăderea vârstei embrionului la îngheț din data transferului ciclului FET.
Vitrificare: o metodă de crioconservare ultrarapidă care previne formarea de gheață în suspensie care este transformată într-un solid asemănător sticlei.
GRUP ŢINTĂ
Ghidul este destinat tuturor specialiștilor implicați în fertilizarea in vitro si embriotransfer din centrele acreditate din Romania. 

METODOLOGIE DE ELBORARE
Prezentul ghid a fost elaborat in cadrul proiectului SIPOCA 696 „Imbunatațirea procesului de reglementare in domeniul transplantului” COD SMIS 129166, si, odată finalizat de coordonator, a fost trimis pentru revizie la Comisia pentru verificarea si recepția calitativă și cantitativă a livrabilelor, instituită prin Ordinul Ministrului Sanatatii nr. 312/09.02.2021. Această versiune a fost prezentată și supusă discuției în cadrul grupului de experți din cadrul Workshop-ului regional „Particularități privind elaborarea protocoalelor și standardizarea ghidurilor de practică medicală în domeniul transplantului de os tendon, piele, cornee și fertilizare in vitro și embriotransfer” organizat in perioada 14 – 16.01.2022 la Iasi. Ghidul a fost dezbătut și agreat prin consens din punct de vedere al conținutului tehnic, gradării recomandărilor și al formulării. Coordonatorul a luat în considerare și a încorporat, după caz, comentariile și propunerile de modificare făcute de evaluatorii externi și de pe site și au redactat versiunea finală a ghidului.
Pe parcursul ghidului, prin termenul de medic se va înțelege medicul de specialitate embriolog, căruia îi este dedicat în principal ghidul clinic. Acolo unde s-a considerat necesar, specialitatea medicului a fost enunțată în clar, pentru a fi evitate confuziile de atribuire a responsabilității actului medical.
În România nu a fost elaborat până în prezent nici un document oficial specific legat de fertilizarea in vitro si embriotransfer, aceasta este prima versiune a unui ghid de specialitate referitor la acest subiect. 

PRINCIPII
Prezentul Ghid a fost redactat pe baza dovezilor actuale care descriu managementul pacienților diagnosticati cu inferilitate și a recomandărilor de bună practică medicală din literatura de specialitate. Dovezile ştiinţifice care stau la baza ghidului sunt preluate conform ghidului Societății Europene de Reproducere umană și Embriologie (ESHRE).

DATA REVIZIEI
Acest ghid clinic va fi revizuit anual sau în momentul în care apar dovezi științifice noi care modifică recomandările făcute.
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I.1. EMBRIOLOGII
Procedurile de laborator, aferente prelucrării materialului biologic în laboratorul FIV, trebuie să fie asigurate de personal calificat, cu pregătire în domeniul bio-medical cu o durată de minim 5 ani și stagii de pregătire specializate, care să ateste/certifice competențele teoretice și practice de embriologie. Gradul de Embriolog specialist sau principal, obținut prin Ordin de Ministru al Sănătății, precum și gradele de Clinical/Senior Embriologist obținut în urma examenelor organizate de ESHRE sunt recomandate pentru poziția de Embriolog. 
Numărul persoanelor responsabile cu activitățile din laborator trebuie să reflecte numărul de proceduri efectuate pe an. Se recomandă ca, pentru unitățile sanitare care efectuează până la 150 de proceduri (recoltare de ovocite și/sau cicluri de crioconservare) pe an, să aibă cel puțin doi embriologi calificați. Este recomandată creșterea numărului de embriologi odată cu creșterea numărul de proceduri, precum și a complexității activităților din laborator. Personalul de laborator trebuie ierarhizat astfel încât toate sarcinile de laborator (prelucrarea materialului biologic, sarcinile administrative, de instruire, educație, de management al calității și comunicarea cu celelalte departamente RUA sau pacienții) să se poată asigura în timp util și maximă siguranță.   
Embriologii sunt în prima linie în pratica clinică zilnică RUA. Sarcinile embriologilor sunt următoarele:
· Executarea procedurilor standard de operare (prelucrare material biologic seminal și țesut testicular, prelucrare material biologic ovarian și țesut ovarian; evaluarea gameților; inseminarea ovocitelor cu sperma preparată; evaluarea embrionilor; proceduri de crioconservare; proceduri de dezghețare a materialului biologic reproductiv, realizarea tehnicilor de micromanipulare) 
· Participarea la activitățile zilnice din laborator, comunicare și organizare;
· Participarea la luarea deciziilor clinice de laborator;
· Asigurarea pregătirii personalului nou și a cadrelor auxiliare;
· Preocuparea pentru dezvoltarea profesională continuă;  

I.2. PERSONALUL AUXILIAR
Personalul auxiliar din laboratorul FIV trebuie să aibă pregătire în domeniul bio-medical de minim 3 ani, să fie instruit periodic în domeniul RUA prin stagii, cursuri și programe de training interne. Principalele atribuții ale personalului auxiliar sunt:
· Completarea documentației aferentă procedurilor zilnice (registre, baze de date)
· Supravegherea stocurilor de materiale consumabile și medii de cultură;
· Realizarea comenzilor pentru completarea stocurilor de materiale consumabile și medii de cultură;
· Asigurarea pregătirii materialelor sterilizabile;
· Participarea la activitățile de rutină de întreținere a calității aerului și a suprafețelor;
· Comunicarea cu medicii și pacienții în vederea confirmării programărilor procedurilor zilnice;
· Preocuparea pentru dezvoltarea profesională continuă   

I.3. COORDONATORUL LABORATORULUI FIV
Rolul de persoană de conducere al laboratorului FIV (Șef de laborator) trebuie să fie asigurat de un specialist care are calificări și expertize recunoscute oficial în embriologie clinică. Conform normativelor legislative naționale, precum și ale celor europene, se recomandă o pregătire în domeniul științelor biologice/medicale, cu statut profesional de Embriolog, cu grade academice superioare (MD, MSc, Doctor în științe), cu un minim de 6 ani de experiență documentată în embriologie clinică și cu certificare ESHRE de embriolog clinic senior sau similar la nivel național (Embriolog clinic principal).


Principalele responsabilități ale directorului de laborator sunt următoarele:
· Selectarea și implementarea celor mai adecvate materiale și proceduri pentru asigurarea celor mai înalte standarde în FIV;
· Alegerea echipamentelor de laborator sigure și adecvate, în conformitate cu reglementările europene și/sau naționale;
· Implementarea unui sistem de management al calității și a unei politici de management și prevenire a riscurilor din laborator;
· Repartizare adecvată a sarcinilor personalului de laborator în scopul eficientizării activităților;
· Comunicarea cu toate departamentele RUA (medici, asistente, personal HR) 
· Stabilirea unui program pentru instruirea personalului de laborator și acumularea continuă de cunoștințe în domeniul științific și medical;
· Orientarea și inițierea membrilor noi ai colectivului;
· Implementarea și revizuirea indicatorilor cheie de performanță pentru toate procedurile de laborator în scopul controlului și asigurării calității;
· Raportarea datelor clinice și a evenimentelor adverse în conformitate cu reglementările europene și/sau naționale;
· Stabilirea și înaintarea obiectivelor de cercetare către autoritățile competente (acolo unde este cazul)
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II.1. PROIECTAREA ȘI DOTAREA CU ECHIPAMENTE A LABORATOARELOR FIV
Laboratorul FIV trebuie să aibă funcționalități adecvate pentru a minimiza orice efecte dăunătoare asupra celulelor reproductive și pentru a asigura o bună practică de laborator. Laboratorul FIV trebuie să fie proiectat în acord cu legislația în vigoare privind Criteriile de acreditare. La echiparea laboratorului FIV trebuie luate în considerare cele mai recente evoluții în materie de facilități, echipamente și proceduri. Trebuie acordată atenție confortului operatorului pentru a oferi un mediu de lucru sigur, care să minimizeze riscul de distragere a atenției, oboseala și, prin urmare, comiterea unei greșeli. Luând în considerare cerințele locale, naționale și europene de sănătate și securitate a muncii, trebuie avute în vedere spațiul de lucru adecvat per persoană, utilizarea scaunelor reglabile pentru corelarea înălțimii de lucru la microscop, utilizarea eficientă a spațiului și suprafețelor, iluminarea și ventilarea suficientă a mediului și controlul umidității și temperaturii aerului.
Se vor urmări următoarele aspecte:
· Materialele utilizate pentru realizarea laboratorului, varul, pardoseala și mobilierul trebuie să fie conform standardelor specifice camerelor curate, minimizând eliberarea compușilor organici volatili (VOC) care pot avea efect toxic asupra embrionilor;
· Proiectarea laboratorului trebuie să asigure un flux de lucru optim cu distanțe minime necesare pentru manipularea celulelor reproductive, pe parcursul tuturor procedurilor;
· Accesul în laborator trebuie limitat la personalul autorizat, respectând circuitele reglementate pentru spațiile aseptice, conform cărora: camerele pentru schimbarea hainelor trebuie să fie separate de laborator; instalațiile de spălare a mâinilor trebuie amplasate în afara laboratorului; spațiul de birouri pentru lucrări administrative trebuie să fie disponibil în afara laboratorului.
· Amplasarea separată a spațiilor de lucru (cu hote speciale acolo unde este cazul), în care se realizează analize ce presupun utilizarea agenților de fixare sau ale altor reactivi toxici.
· Amenajarea unei zone de curățare și sterilizare a materialelor, separat de laborator.
· Asigurarea unei calități adecvate a aerului prin folosirea filtrelor HEPA și filtrelor anti-VOC; implementarea unui sistem de presiune pozitivă pentru a reduce la minimum contaminarea aerului; asigurarea unui mediu controlat în spațiile în care are loc manipularea gameților și a embrionilor. Calitatea aerului ambiental și cea a aerului în care se prelucrează celulele și țesuturile trebuie monitorizată periodic și trebuie să fie în acord cu Directiva Uniunii Europene privind țesuturile și celulele (EUTCD). Conform acesteia, prelucrarea țesuturilor și a celulelor trebuie efectuată într-un mediu cu o calitate GMP (Good Manufacturing Practice) a aerului de grad A și cu o calitate a aerului ambiental având cel puțin grad D. În cazul în care, prin asigurarea acestor condiții, se aduce prejudiciu sănătății sau integrității materialului biologic prelucrat sau procedura nu este fezabil a fi efectuată într-un mediu de grad A, aceasta poate fi efectuată într-un mediu cu o calitate a aerului de grad cel puțin D.
· Echipamentele esențiale pentru laboratoarele FIV sunt următoarele: incubator, hota cu flux de aer laminar clasa II, centrifugă cu centrifugare oscilobatantă, microscop obișnuit, microscop inversat cu dispozitiv de micromanipulare, dotări de criogenare și criostocare, frigider, aparate de monitorizare a calității mediului. Laboratoarele FIV trebuie să dețină toate echipamentele esențiale. Acestea trebuie să existe într-un număr adecvat, în funcție de volumul activității. Astfel, numărul incubatoarelor este critic și trebuie să se stabilească în funcție de numărul de cicluri procedurale și de durata culturii embrionare. Gameții și embrionii trebuie distribuiți în incubatoare astfel încât să se minimizeze efectele secundare induse de deschiderea frecventă a ușilor. Echipamentele FIV trebuie să fie ușor de dezinfectat și menținute curate, pentru a evita contaminarea.
· Verificarea și validarea funcțională a echipamentelor trebuie realizată periodic, conform normelor în vigoare de acreditare a laboratoarelor FIV. Validarea, calibrarea, întreținerea și reparația echipamentelor trebuie documentată, iar înregistrările păstrate. Se recomandă determinarea și înregistrarea intervalelor de utilizare acceptate pentru toți parametrii măsurați. Dacă măsurătorile sunt în afara intervalului, trebuie făcute corecții și eficacitatea lor trebuie verificată. Pentru fiecare echipament trebuie să fie disponibile manualul de instrucțiuni și instrucțiunile simplificate, acolo unde este necesar. Echipamentele cu probleme de funcționare trebuie să fie etichetate ca „defect” pentru a evita utilizarea din greșeală a acestora. Echipamentele trebuie să aibă, de preferință, marcajul Comunității Europene (CE).
· Buteliile de gaz trebuie amplasate în afara laboratorului. Se recomandă să existe un sistem automat de schimbare la golirea buteliei și suficiente butelii de rezervă pentru înlocuirea imediată. Este foarte recomandată utilizarea gazelor cu puritate ridicată, a filtrelor HEPA și a celor pentru VOC pe traseele gazelor.
· Se va asigura termostatarea adecvată în hotele cu flux de aer laminar și pe mesele microscoapelor. Trebuie instalate dispozitive de încălzire a suprafețelor pentru a menține temperatura fiziologică a mediilor în timpul manipulării celulelor reproductive și a embrionilor.
· Trebuie să existe sisteme de alarmă pentru echipamentele de importanță critică. Se recomandă monitorizarea continuă a incubatoarelor și unităților de criostocare.
· Pentru toate echipamentele de importanță critică trebuie să existe un sistem automat de alimentare cu energie electrică, în caz de urgență.

II.2. PROIECTAREA, DOTAREA ȘI ÎNTREȚINEREA SPAȚIILOR DE CRIOSTOCARE
Spațiile de criostocare trebuie să fie amplasate în afara laboratorului, dar în apropierea acestuia și, din motive de siguranță, cu acces vizibil în interior (de exemplu, prin cameră video, fereastră sau ușă cu geam transparent). Temperatura din camera de criostocare trebuie menținută sub nivelul de 20oC, pentru diminuarea vitezei de evaporarea a azotului lichid din recipientele de criostocare. Se recomandă o ventilație corespunzătoare și instalarea de alarme pentru nivelul scăzut de oxigen. Se recomandă senzori portabili pentru personal, pentru atenționarea în cazul unui nivel redus de oxigen, ca măsură de securitate suplimentară. În spațiul de criostocare trebuie să existe recipiente pentru păstrarea materialului biologic în fază lichidă și recipiente pentru transport azot lichid. În funcție de tipul materialului biologic stocat, pot exista și recipiente pentru păstrarea materialului biologic în fază de vapori sau recipiente de transport. Numărul de recipiente de criostocare trebuie corelat cu numărul procedurilor de crioconservare. Recipientele de criostocare trebuie să fie clar inscripționate pentru identificare (de exemplu: embrioni, spermă, ovocite etc). Unitățile de criostocare trebuie monitorizate continuu pentru a putea detecta abaterile de temperatură și/sau nivel de azot lichid de la intervalul optim stabilit. Spațiul de criostocare trebuie dotat cu echipamente de protecție pentru manipularea azotului lichid (ochelari, vizieră, mănuși de protecție, șorț, încălțăminte). Personalul care manipulează azotul lichid trebuie să fie instruit cu privire la aspectele de siguranță ale utilizării acestuia.
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III.1. COLECTAREA OVOCITELOR PRIN PUNCȚIE OVARIANĂ
Condițiile de colectare a ovocitelor sunt critice pentru menținerea viabilității și integrității funcționale a ovocitelor, de care depinde rezultatul final al procedurii de fertilizare. Condițiile de colectare care trebuie luate în considerație sunt: temperatura, pH și rapiditatea manipulării. Pentru desfășurarea în condiții optime și minimalizarea riscurilor de manipulare sunt obligatorii următoarele: 
· Verificarea identității pacienților înaintea puncției ovariene;
· Transportul ovocitelor în laborator în cel mai scurt timp de la prelevare. Nu se recomandă expunerea prelungită a ovocitelor la lichidul folicular.
· Menținerea ovocitelor la temperaturi apropiate de 37 0C, utilizând echipamente adecvate. Mediul de spălare, eprubetele de colectare și plăcile pentru căutarea ovocitelor trebuie să fie preîncălzite.
· Verificarea prezenței ovocitelor se face folosind un stereomicroscop cu masă încălzită, la o putere de mărire de 8-60x. Expunerea ovocitelor la lumină trebuie redusă la minimum.
· Înregistrarea orei puncției ovariene, numărului de ovocite găsite și a operatorului prelucrării lichidului folicular.

III.2. PREPARAREA SPERMEI
Înainte de începerea unui ciclu de tratament al infertilității, se recomandă realizarea a cel puțin unei analize a spermei, în conformitate cu protocoalele descrise în manual Organizației Mondiale a Sănătății (WHO) (World Health Organization, 2010). La nevoie, poate fi realizat și un test de preparare a spermei, în vederea stabilirii celei mai adecvate tehnici de reproducere asistată (Inseminare intrauterină, FIV convențional sau ICSI (intracytoplasmic sperm injection). Pacienții trebuie să fie informați cu privire la modalitatea de recoltare a probei de spermă (igienă, perioadă de abstinență, oră, etc.). Dacă se anticipează dificultăți de colectare a spermei în ziua puncției ovariene, se recomandă înghețarea în prealabil a unei probe de spermă de rezervă. Prepararea spermei are ca scop: eliminarea lichidului seminal, a celulelor și elementelor de contaminare; concentrarea spermatozoizilor cu motilitate progresivă; înlăturarea spermatozoizilor cu morfologie anormală.
Probele de spermă trebuie recoltate în recipiente sterile, de plastic (pentru țesuturi, recomandat testate cu privire la reprotoxicitate). Utilizarea prezervativelor cu spermicid, a cremelor și lubrifianților este de evitat. Recipientul trebuie etichetat vizibil, iar corectitudinea identificării trebuie confirmată de pacient. Este de preferat ca recoltarea să fie realizată într-o cameră din apropierea laboratorului. După recoltare, proba trebuie adusă în laborator cât mai repede posibil, evitându-se expunerea la temperaturi extreme (< 200C și > 370C). Analiza spermei și prepararea trebuie să înceapă în maxim 1 oră de la recoltare. Nu este recomandată expunerea prelungită a spermatozoizilor la lichidul seminal.
Se va înregistra tipul de recipient utilizat, ora și locul recoltării și intervalul de timp de la recoltare, până la efectuarea analizei/preparării. Vor fi înregistrate date despre utilizarea medicației, prezența febrei în lunile anterioare analizei și eventualele pierderi din probă la recoltarea acesteia.
Se recomandă înregistrarea următoarelor date legate de prepararea spermei:
· originea probei (ejaculat/puncție epididimală/puncție testiculară, partener/donator, probă proaspătă/înghețată);
· metoda de preparare;
· parametrii spermei înainte și după preparare și dacă s-a realizat diluția acesteia.

Se recomandă alegerea metodei adecvate de preparare în funcție de caracteristicile și originea probelor. Tehnicile cele mai uzuale sunt swim-up și centrifugarea în gradient de densitate.
În cazul în care, în ziua puncției ovariene, partenerul se prezintă cu azoospermie și în lipsa unei probe de rezervă sau a metodelor alternative de recoltare a spermei, trebuie avută în vedere procedura de crioconservare a ovocitelor.
Pentru pacienții diagnosticați cu infecții virale, prezente la nivel sanguin, se recomandă prepararea spermei prin centrifugare pe gradient de densitate, urmată de swim-up. În funcție de statutul infecțios, se recomandă înghețarea suspensiei de spermă preparată și testarea încărcăturii virale înaintea utilizării. Pentru procedurile RUA trebuie utilizate doar suspensii fără încărcătură virală.

III.3 INSEMINAREA OVOCITELOR ÎN VEDEREA FERTILIZĂRII
Ovocitele pot fi inseminate prin FIV convențional sau prin ICSI. Momentul inseminării/injectării trebuie stabilit în funcție de numărul de ore care au trecut de la declanșarea ovulației și/sau puncția ovariană luând în considerare și faptul că evaluarea fertilizării va trebui să fie realizată 16-18 ore mai târziu.

III.1 FERTILIZAREA ÎN VITRO CONVENȚIONALĂ (FIV)
Este recomandată pentru o calitate normală a spermei sau cel mult cu modificări moderate a calității. Concentrația spermatozoizilor cu motilitate progresivă, utilizată pentru inseminarea ovocitelor, trebuie să fie suficientă pentru optimizarea șansei unei fertilizări normale. De cele mai multe ori, se utilizează o concentrație a spermatozoizilor mobili cuprinsă  între 0,1 și 0,5 x 106/ml. Suspensia finală a spermatozoizilor trebuie realizată într-un mediu compatibil culturii de ovocite. Mediul de fertilizare trebuie să conțină glucoză pentru a permite funcționarea adecvată a spermatozoizilor.
Este obligatorie dubla verificare a identității gameților în momentul inseminării. Trebuie înregistrate ora inseminării, operatorul și concentrația utilizată de spermatozoizi mobili. Co-incubarea complexului cumulus-ovocit și a spermatozoizilor se realizată de regulă peste noapte sau, dacă nu este posibil, poate fi suficientă și o perioadă mai scurtă.

III.2 PROCEDURA ICSI
Pentru realizarea tehnicii ICSI este necesară separarea celulelor cumulusului de ovocit (denudare), cu ajutorul hialuronidazei, cu o concentrație și un timp de expunere a ovocitelor minime, recomandate de producătorul mediului de denudare. Pentru a preveni degradarea ovocitelor, se vor utiliza pipete cu un diametru adecvat, nu mai mic de 135 µm și se va evita pipetarea agresivă. După denudare, ovocitele trebuie spălate pentru îndepărtarea urmelor de hialuronidază. Se va evalua și înregistra gradul de maturare al ovocitelor. Întrucât ovocitele denudate sunt mai vulnerabile la modificări de pH, momentul denudării ar trebui să fie apropiat de cel al injectării. Injecția intracitoplasmatică trebuie efectuată într-un timp cât mai scurt. Durata de timp de la identificarea și imobilizarea spermatozoizilor, urmată de injectarea ovocitelor trebuie să fie una minimă. Numărul de ovocite transferate în placa de injectare trebuie să fie corelat cu experiența operatorului și calitatea spermei. Pe parcursul ICSI se va face o selecție a gameților astfel încât nu vor fi utilizate pentru injecție: 
· ovocitele imature
· ovocitele cu defecte citoplasmatice evidente, cele cu globul polar foarte mare sau ovocitele gigante nu se vor injecta
· spermatozoizi neviabili şi cei cu morfologie anormală, acolo unde este posibil
Imobilizarea spermatozoizilor se va face în soluții vâscoase, de tipul polivinilpirolidonei (PVP), pentru a facilita manipularea spermatozoizilor. Se va aplica o presiune a capilarului de injecție pe coada spermatozoidului într-o zonă posterioară piesei intermediare, în vederea rupererii membranei celulare, urmată de injectarea imediată în ovocit.  În cazul în care sunt prezenți doar spermatozoizi imobili se va realiza un test non-invaziv de vitalitate pentru selectarea spermatozoizilor viabili. Injectarea ovocitului se va face după orientarea lui cu globulul polar spre ora 6 (este admis şi ora 12). După injectare, ovocitele vor fi spălate în mediu de spălare gameți și apui puse în cultură, în mediu de cultură specific. Este obligatorie dubla verificare a identității gameților înaintea începerii injectării. Este necesară înregistrarea orei la care s-a realizat injectarea ovocitelor (începutul și finalizarea procedurii) și a operatorului procedurii.

III.4. EVALUAREA FERTILIZĂRII
Toate ovocitele injectate sau inseminate vor fi evaluate cu privire la prezența pronucleilor (PN) și a globulilor polari, la 16-18 h după inseminare. Pentru FIV convențional, celulele cumulusului trebuie îndepărtate, iar ovocitele fertilizate normal (2 PN) se vor transfera în plăci noi de cultură, conținând mediu de cultură pre-echilibrat. Evaluarea fertilizării trebuie realizată la o putere de mărire a microscopului de cel puțin 200x, folosind un microscop inversat echipat cu contrast Hoffman sau echivalent (sau un dispozitiv time-lapse adecvat) pentru a verifica numărul și morfologia pronucleilor.
Embrionii derivați din ovocite cu ≥3 PN nu se vor transfera, nici crioconserva. Chiar dacă nu sunt disponibili embrioni derivați din ovocite cu 2 PN, utilizarea embrionilor derivați din ovocite cu 1 PN sau ovocite care nu prezintă PN, nu este recomandată.

III.5 CULTURA EMBRIONILOR 
Pentru optimizarea dezvoltării embrionilor se vor minimiza fluctuațiile în condițiile de cultură. Se vor lua precauții pentru menținerea unor condiții adecvate de pH și temperatură în vederea protejării homeostaziei embrionilor pe durata culturii și manipulării.Pot fi utilizate diferite abordări ale culturii pentru optimizarea dezvoltării embrionilor, dar toate au în comun necesitatea utilizării unui mediu de cultură realizat specific pentru dezvoltarea embrionilor. Sistemul de cultură poate utiliza mai multe medii secvențiale sau unul singur, pentru cultura continuă. Pe timpul culturii este necesară acoperirea cu ulei mineral a sistemului de creștere,   astfel minimizând variațiile de temperatură, pH și osmolaritate. În vederea trasabilității, se recomandă cultivarea individuală a embrionilor. În cazul culturii până la stadiul de blastocist, se recomandă folosirea unei concentrații reduse a oxigenului. Evaluarea embrionilor se va realiza la o putere de mărire a microscopului de cel puțin 200x, preferabil 400x, folosind un microscop inversat având contrast Hoffman sau echivalent. Evaluarea embrionilor până la 72 h trebuie să includă numărul de celule, dimensiunea și simetria acestora, procentul de fragmentații, prezența granulațiilor, a vacuolelor, evaluarea nucleilor (de ex., multinucleația). Evaluarea blastociştilor va include gradul de expandare, dimensiunea cavității blastocelului și morfologia masei celulare interne (ICM) și a trofoectodermului (TE). Evaluarea se va realiza la intervale de timp standardizate de la momentul inseminării ovocitelor. Dezvoltarea embrionilor poate fi evaluată folosind dispozitive time-lapse, acestea permițând o evaluare mai precisă a desfășurării evenimentelor consecutive, fără a afecta mediul culturii embrionare. Există sisteme diferite de evaluare, reunite într-un consens definit în 2011 de “The Istanbul consensus workshop on embryo assessment: proceedings of an expert meeting”. Înregistrarea evaluărilor calității embrionilor va include caracteristicile morfologice ale embrionului, operatorul evaluării, data și ora evaluării.

III.6. TRANSFERUL EMBRIONILOR
Selectarea embrionului pentru transfer se bazează, în principal, pe stadiul de dezvoltare al acestuia și aspecte de morfologie. Pot fi luați în considerare și alți parametri de selecție, de exemplu parametri cinetici rezultați din evaluarea prin time-lapse.
Se recomandă efectuarea transferului unui singur embrion pentru evitarea sarcinilor multiple. Hotărârea numărului de embrioni ce vor fi transferați trebuie să se bazeze pe calitatea embrionului și stadiul de dezvoltare, vârsta femeii, răspunsul ovarian și tratamentul urmat. Nu se recomandă transferul a mai mult de doi embrioni. Embrionii supranumerari pot fi crioconservați sau distruși, în funcție de calitatea acestora, dorința pacienților și legislația națională în vigoare.
Procedura de transfer se înregistrează cu următoarele informații:
· data și ora embriotransferului;
· numele operatorului;
· numele medicului care realizează transferul;
· numărul, stadiul de dezvoltare și calitatea embrionilor în momentul efectuării transferului;
· tipul de cateter utilizat;
· ce se întâmplă cu embrionii supranumerari;
· detalii legate de procedură, de ex., prezența sângelui, reîncărcarea cateterului.
Dacă laboratorul se află la distanță de camera de embriotransfer, trebuie luate măsuri pentru menținerea temperaturii și pH-ului pe durata transportării embrionilor. Dubla verificare a identității pacientului, dosarului pacientului și a plăcii de cultură corespondente este obligatorie înaintea efectuării embriotransferului.
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Crioconservarea poate fi realizată pentru gameți, embrioni și țesuturi. Crioconservarea se face cu ajutorul echipamentelor specifice, în spații adecvate pentru crioconservarea și stocarea materialului biologic. Principalele abordări de crioconservare sunt înghețarea lentă și vitrificarea, în funcție de tipul de material biologic. Pentru spermă, încă se recomandă utilizarea înghețării lente ca metodă de crioconservare, dar înghețarea rapidă este și ea o alternativă. Pentru ovocite metoda de înghețare recomandată este vitrificarea. Pentru embrioni și blastociști s-au raportat rate ridicate de succes atunci când s-a utilizat vitrificarea. Pentru embrionii la stadiul de pronuclei sau în faza de blastomere, înghețarea lentă poate fi o opțiune, dar cu un grad inferior de menținere a viabilității în comparație cu vitrificarea. Pentru țesuturi, metoda preferată este înghețarea lentă, dar vitrificarea țesutului ovarian constituie și ea o opțiune. Pentru minimizarea riscurilor de transmitere a infecțiilor prin intermediul azotului lichid se va evita contaminarea suprafeței externe a dispozitivelor de crioconservare, la încărcarea acestora cu materialul biologic. Deocamdată există o lipsă de consens privind siguranța legată de contactul direct al materialului biologic cu azotul lichid. Laboratoarele vor lua propriile decizii pe baza rezultatelor obținute, analizei riscurilor și reglementărilor în vigoare. Cu toate acestea, în momentul de față, dispozitivele închise nu pot fi favorizate în detrimentul celor în sistem deschis.
Materialul biologic provenind de la pacienți sero-pozitivi va fi stocat în dispozitive în sistem închis, cu un grad ridicat de securitate. Se recomandă recipiente de stocare dedicate, cu azot în stare de vapori.
Dispozitivele pentru crioconservare trebuie să fie etichetate clar, utilizând etichete rezistente la temperaturi ultrajoase. Eticheta trebuie să conțină informații de identificare a pacientului și/sau un cod unic de identificare, tipul materialului biologic stocat, data stocării, cantitatea stocată, numărul procedurii. Înregistrările fizice și electronice adiționale privind materialul biologic crioconservat vor include:
· datele de pe etichetă dispozitivelor;
· metoda de crioconservare;
· data și ora crioconservării;
· operatorul;
· calitatea embrionilor și stadiul de dezvoltare;
· numărul de ovocite sau embrioni per dispozitiv;
· numărul dispozitivelor utilizate per pacient;
· localizarea probelor crioconservate (recipient, canistră, culoare paietă).
Se recomandă inventarierea periodică a conținutului recipientelor de criostocare, cu verificarea concordanței dintre conținutului acestora și informațiile scriptice.

La dezghețare, înregistrările privind materialul biologic vor include:
· numărul dispozitivului
· metoda de dezghețare; 
· data și ora dezghețării;
· operatorul;
· calitatea probei după dezghețare;
· procedura pentru care a fost dezghețată (Inseminare intrauterină, FIV, ICSI sau în scopul distrugerii acesteia)
Se recomandă dubla verificare a identității pacientului la realizarea următoarelor etape: transferul probelor în placa de crioconservare, încărcarea dispozitivelor de crioconservare etichetate, plasarea în recipientul de criostocare, scoaterea din recipientul de criostocare. Pe durata stocării și manipulării materialului crioconservat este necesară menținerea condițiilor adecvate de lucru și siguranță. Temperaturile trebuie menținute sub -130 °C.
[bookmark: _Toc96730277]V. MANIPULAREA MATERIALULUI BIOLOGIC
Manipularea materialului biologic trebuie să fie ușoară, simplă și rapidă. Pentru asigurarea condițiilor aseptice și a temperaturii fiziologice, aceasta trebuie efectuată în hote cu flux de aer laminar, echipate cu suprafețe încălzite și termoblocuri.
Menținerea ovocitelor și embrionilor la o temperatură, pH și osmolaritate adecvate pe tot parcursul manipulării, cât și în timpul culturii, sunt esențiale. De asemenea, este recomandată minimizarea expunerii materialului biologic la lumină, la substanțe toxice și radiații. Mediile tamponate fără carbonat de sodiu (HEPES, MOPS sau altele) trebuie menținute în mediu ambiental, în timp ce mediile cu sistem tampon pe bază de carbonat de sodiu trebuie menținute într-o atmosferă cu 5-7% CO2. Se recomandă a fi evitate dispozitivele proprii realizate sau sterilizate pentru manipularea gameților și embrionilor. Dispozitivele pentru pipetare (vârfuri de manipulare și denudare) trebuie utilizate doar pentru o singură procedură.
[bookmark: _Toc96730278]VI. PRELUCRAREA MATERIALULUI BIOLOGIC DE LA PACIENȚI CU AGENȚI INFECȚIOȘI
Toate procedurile de reproducere umană asistată medical implică manipularea materialului biologic și prezintă un potențial pericol de transmitere a bolilor către personal și către materialul biologic al altor pacienți (contaminare încrucișată).
Procedurile stabilite pentru asigurarea siguranței personalului și prevenirea contaminării încrucișate, ținând cont de reglementările europene și naționale de siguranță, sunt următoarele:
· Verificarea periodică a analizelor personalului pentru depistarea bolilor infecțioase; 
· Se recomandă vaccinarea întregului personal împotriva hepatitei B sau a altor boli virale, pentru care este disponibil un vaccin;
· Prezentarea de către pacient a rezultatelor analizelor pentru depistarea bolilor infecțioase, în conformitate cu reglementările naționale și internaționale;
· Informarea personalului despre începerea tratamentului RUA a unui pacient viral pozitiv, pentru a lua la cunoștință de riscurile manipulării materialului biologic infectat;
· Protocoalele laboratorului trebuie să includă gestionarea situațiilor în care se produce accidental infectarea, de ex. prin leziuni de tip înțepare.
· Pentru asigurarea măsurilor adecvate de siguranță, procedurile pentru pacienții cu infecții virale trebuie efectuate numai în laboratoarele FIV cu zone și echipamente dedicate. Alternativ, astfel de tratamente pentru pacienți ar putea fi alocate unor intervale de timp specifice, cu condiția ca, după prelucrarea materialelor biologice, să urmeze o dezinfectare completă a zonelor și echipamentelor alocate.
Ori de câte ori materialul biologic este importat în laboratorul FIV dintr-o altă clinică, trebuie obținute în prealabil rezultate complete ale screening-ului infecțios. Dacă materialul biologic transportat provine de la pacienți cu infecții virale, este recomandată utilizarea unui recipient cu vapori de azot, special dedicat acestui scop.
În ceea ce privește prezența virusului la nivelul spermei și ovocitelor, studiile științifice arată că în cazul virusului hepatitei B (HBV) acesta se regăsește atât la nivelul spermei, cât și a ovocitelor, pentru virusul hepatitei C (HCV) încă nu sunt dovezi clare, iar pentru virusul HIV acesta nu se regăsește la nivelul ovocitelor, iar la nivelul spermei datele sunt încă contradictorii. Dintre acestea, singura infecție pentru care există vaccin este hepatita B. Bărbații cu test pozitiv pentru HBV trebuie informați că nicio tehnică curentă de preparare a spermei nu poate selecta spermatozoizi fără ADN HBV. În cazul HCV,  încărcarea virală plasmatică ridicată poate fi un indicator pentru prezența ARN-ului viral la nivelul spermei. Posibilitatea prezenței ARN-ului viral de la nivelul ovocitelor nu este exclusă. Studiile arată rezultate contradictorii privind efectul infecției HCV la bărbat asupra rezultatelor procedurilor RUA.

În cazul HIV, ca proceduri RUA, acestea se hotărăsc în funcție de cauza infertilității cuplului, putându-se opta pentru IUI, FIV sau ICSI, cu aplicarea unor procedurilor specifice de procesare a spermei – centrifugare în gradient de densitate, urmată de două proceduri de spălare, urmată de swim-up, fără a se asigura însă o eficacitate de 100%. Studiile arată că probele de spermă rezultate după procesare pot prezenta în continuare încărcătură virală, de aceea se recomandă testarea prin PCR a acestora înaintea utilizării.
Întrucât virusurile pot supraviețui și pot fi transmise prin azot lichid, se recomandă stocarea separată a celulelor reproductive, în funcție de statutul viral al pacienților. Clinicile vor hotărî, după evaluarea riscurilor, numărul de recipiente necesare pentru criostocare. Pentru pacienții cu un statut infecțios necunoscut, se vor utiliza recipiente de criostocare pentru carantină, până la primirea rezultatelor analizelor.
Se va lua în considerare posibilitatea stocării materialului biologic provenit de la pacienți sero-pozitivi, în vapori de azot, în detrimentul stocării în fază lichidă pentru reducerea contaminării încrucișate. Dispozitivele pentru crioconservare, cum sunt paietele sigilate/criotuburile, vor fi șterse cu dezinfectant la scoaterea din azot lichid pentru reducerea riscului de transmitere a agenților patogeni de pe suprafața dispozitivului de crioconservare. Utilizarea paietelor cu grad ridicat de securitate, alături de sigilarea termică, este abordarea preferată pentru minimizarea riscului de contaminare încrucișată.
[bookmark: _Toc96730279]VII. MĂSURI DE SIGURANȚĂ ȘI PROTECȚIE ÎN LABORATOARELE FIV
Toate lichidele corporale (sânge, lichid folicular, material seminal etc.) trebuie tratate ca fiind potențial contaminate.
Pentru asigurarea condițiilor aseptice de lucru cu țesuturile, gameții și embrionii, personalul trebuie să respecte cu strictețe următoarele:
- Normele de igienă a personală;
- Normele de lucru în tehnicile aseptice;
- Utilizarea îmbrăcămintei de protecție de laborator, de preferință cu pierderi reduse de particule.
- Utilizarea obligatorie de capeline și măști la prelucrarea materialului biologic și mănuși netoxice și fără tâlc, acolo unde este cazul.
- Utilizarea hotelor cu flux de aer laminar clasa II pentru manipularea materialului biologic.
- Utilizarea dispozitivelor de pipetare mecanică.
- Aruncarea consumabilelor de unică folosință în containere adecvate. Materialele potențial infecțioase trebuie aruncate în containere dedicate, etichetate cu avertismentul de risc biologic și eliminate în conformitate cu politicile de biosecuritate.
- Acele, sticlăria și alte obiecte ascuțite trebuie manipulate cu precauție și aruncate în recipientele pentru obiecte ascuțite.
- Trebuie utilizați dezinfectanți cu eficacitate și compatibilitate dovedite pentru un laborator FIV.
- Hrana, guma, băuturile și tutunul sunt strict interzise.
- Utilizarea produselor cosmetice trebuie minimizată, iar parfumurile trebuie evitate.
- Personalul trebuie să fie îmbrăcat corespunzător pentru a diminua posibilele surse de contaminare.
[bookmark: _Toc96730280]VIII. MANAGEMENTUL CALITĂȚII ÎN LABORATOARELE FIV
Conform directivelor și recomandărilor europene (Comisia Europeană, 2006a, c, 2012; Consiliul Europei, 2013), implementarea unui sistem de management al calității este obligatoriu. Acesta trebuie să includă organizarea, managementul, personalul, echipamentele și materialele, facilitățile laboratorului, documentația, înregistrările și controlul periodic al calității. Conform ESHRE Guidelines on Good Laboratory Practice din 2015, pentru a răspunde acestor cerințe sunt necesare următoarele:
- definirea responsabilităților și asigurarea calificării și competenței întregului personal;
- instrucțiuni validate, scrise pentru fiecare proces, inclusiv managementul evenimentelor adverse;
- asigurarea trasabilității complete a celulelor și țesuturilor, materialelor, echipamentelor şi personalului implicat în activități specifice de laborator, cu evidența menținută corespunzător;
- confirmarea faptului că toate mediile / reactivii / produsele de unică folosință sunt testate pentru calitate folosind teste adecvate ori de câte ori este posibil;
- asigurarea întreținerii, service-ul și calibrarea corespunzătoare și periodică a echipamentelor;
- verificarea conformității cu specificațiile;
- luarea de măsuri corective pentru a menține procedurile conforme;
- revizuirea criteriilor de performanță pentru a asigura îmbunătățirea continuă și sistematică a sistemului de management a calității;
- asigurarea unei analize pentru evaluarea riscurilor pentru toate activitățile de laborator.
Principalele recomandări pentru asigurarea funcționalității sistemului de management al calității sunt următoarele:
- Se recomandă ca un embriolog să fie responsabil pentru managementul calității în laborator;
- Pentru a optimiza rezultatele, se recomandă existența procedurilor standard de operare scrise, autorizate, semnate și actualizate, pentru toate procesele din laborator;
- Sistemul de management al calității trebuie să includă prevederi pentru identificarea unică a pacienților și a celulelor și țesuturilor reproductive ale acestora, păstrând în același timp confidențialitatea pacientului;
- Toate datele relevante referitoare la activitățile de laborator trebuie înregistrate într-o bază de date care permite extragerea indicatorilor de performanță și analiza statistică. Corecțiile, fie scrise, fie electronice, trebuie să poată fi urmărite. Datele trebuie să includă caracteristicile morfologice ale gameților și embrionilor, informații detaliate despre proceduri, inclusiv ora procedurii și personalul implicat, toate informațiile necesare pentru a respecta cerințele registrelor de date naționale și internaționale.
- Fiecare comunicare relevantă a pacientului trebuie înregistrată în dosarele pacientului.
- Luând în considerare gradul ridicat de atenție necesar în timpul activității din laborator, trebuie să fie eliminate sursele de perturbare a activității.
- Trebuie efectuate evaluări proactive ale riscurilor și trebuie luate măsuri preventive pentru a reduce la minimum neconformitățile.
- Trebuie să existe un sistem de documentare pentru corectarea neconformităților, situațiilor de urgență, erorilor, evenimentelor adverse și reclamațiilor. Acțiunile corective și preventive, datele de implementare și evaluările eficacității acestora trebuie documentate. În anumite circumstanțe, poate fi recomandată o perioadă de urmărire pentru a asigura utilitatea acțiunilor întreprinse. Neconformitățile trebuie discutate în mod regulat și revizuite cel puțin anual.
- Indicatorii de performanță trebuie să fie obiectivi și relevanți, verificați și discutați în mod regulat și comunicați întregului personal. Indicatorii de performanță se pot baza pe un grup de pacienți de referință cu prognostic bun, precum și pe întreaga populație de pacienți. Pot fi utilizate statistici adecvate pentru a ține cont de variația pacienților și de numărul de cicluri de tratament anterioare pe care pacienții le-ar fi întreprins deja.
- Trebuie definite niveluri critice de performanță pentru fiecare indicator de performanță, cu referire la datele naționale și datele din registrele europene colectate de programul european de monitorizare a FIV pentru ESHRE. Dacă este necesar, trebuie luate măsuri adecvate.
- Pe lângă performanța de laborator și clinică, performanța operatorului trebuie verificată în mod regulat pentru a asigura competența, conformitatea și consecvența, prin observarea directă a abilităților procedurale și/sau indicatorilor de performanță individuali. Dacă este necesar, ar trebui implementată recalificarea.
- Participarea la programele de control intern al calității și de asigurare externă a calității, fie comerciale, fie în colaborare cu alte laboratoare, este foarte recomandată. Înregistrările acestor controale trebuie păstrate și revizuite, inclusiv documentarea rezultatelor și orice acțiune corectivă.
- Standardele de calitate ale laboratorului se recomandă a fi revizuite anual pentru a asigura îmbunătățirea continuă a întregului proces prin identificarea provocărilor, problemelor, erorilor sau îmbunătățirilor curente.
- Se recomandă aplicarea unui sistem de audit, atât intern cât și extern. Un auditor independent și competent ar trebui să verifice conformitatea tuturor procedurilor cu protocoalele existente. Orice constatări, acțiuni corective și eficacitatea acestora trebuie documentate.

[bookmark: _Toc96730281]IX. IDENTIFICAREA PACIENȚILOR ȘI TRASABILITATEA CELULELOR REPRODUCTIVE ALE ACESTORA
Identificarea pacienților și trasabilitatea celulelor reproductive sunt aspecte cruciale ale tratamentelor de reproducere umană asistată. Fiecare laborator FIV trebuie să aibă un sistem eficient și precis pentru a identifica, urmări și localiza unic celulele reproductive în timpul fiecărei etape procedurale. Un sistem adecvat de identificare ar trebui să asigure că principalele caracteristici ale pacienților (sau donatorilor) și ale țesuturilor și celulelor acestora, împreună cu datele relevante privind produsele și materialele care intră în contact cu acestea, sunt disponibile în orice moment. Este obligatorie o pregătire adecvată în ceea ce privește procedurile de trasabilitate pentru tot personalul laboratorului. Înainte de a începe orice procedură, laboratorului trebuie să i se furnizeze codul unic de identificare al fiecărui pacient, care trebuie să facă referire în mod clar și ușor la documentația pacientului. Fiecărui ciclu de tratament trebuie să i se atribuie un cod unic, de asemenea.
Înainte de începerea unui tratament, formularele de consimțământ corespunzătoare, datele clinice și examinările serologice ale pacienților/donatorilor, trebuie să fie disponibile personalului de laborator.

Identificarea și prelucrarea celulelor reproductive trebuie stabilite printr-un sistem de coduri și verificări, care includ: 
1. Verificarea directă a identității și corespondenței pacientului cu codul unic de identificare atribuit (pacienților li se va cere în mod direct să furnizeze propriile informații de identificare, cel puțin numele complet și data nașterii) înainte de orice procedură și la fiecare etapă procedurală (inseminare artificială/transfer de embrioni). 
2. Etichetarea clară și permanentă, a tuturor dispozitivelor care conțin material biologic, cu codul unic de identificare a pacientului și data tratamentului. 
3. Prelucrarea materialului biologic astfel încât materialul biologic de la pacienți diferiți să nu  fie prelucrat în aceeași zonă de lucru în același timp.
4. Organizarea incubatoarelor și a sistemelor de criostocare pentru accesarea și identificarea cu ușurință a materialelor biologice din acestea.
5. Verificarea dublă de către o a doua persoană (martor) și/sau un sistem de identificare electronică sunt recomandate în timpul etapelor critice. Astfel, prima identificare a celulelor și țesuturilor, mutarea materialul biologic dintr-un container în altul, încărcarea dispozitivului de criostocare sau transferul la aparținător (de exemplu, transferul intrauterin al embrionilor) trebuie asigurate printr-o verificare dublă.
6. Documentarea pe tot parcursul tratamentului a datei, orei și identității tuturor operatorilor și martorilor implicați la fiecare manipulare. Aceste evidențe trebuie păstrate pentru o perioadă de timp specificată în conformitate cu legislația europeană și/sau națională. 
7. Trasabilitatea tuturor produselor și materialelor utilizate pentru prelucrarea materialelor biologice.
8. Codificarea europeană pentru gameții și embrionii din donare non-parteneră, în conformitate cu Directivele Comisiei Europene 2006c și 2016). Transportul celulelor și țesuturilor de reproducere necesită identificarea instituțiilor importatoare și exportatoare, precum și identificarea materialului biologic și a conformității acestuia pentru uz clinic. La ambele instituții, documentația însoțitoare și identificarea eșantionului de pe dispozitivul de stocare trebuie verificate pentru a corespunde cu fișa pacientului.
[bookmark: _Toc96730282]X. CONSUMABILE
Calitatea consumabilelor este crucială pentru menținerea calității gameților și evoluția embrionilor în cultură. Specificațiile reactivilor și materialelor de bază trebuie să fie în conformitate cu reglementările europene/naționale. Astfel:
· Toate consumabilele și mediile trebuie să fie adecvate pentru scopul acestora, având specificații clare pentru a fi utilizate în cultura de embrioni. Se recomandă utilizarea mediilor, uleiului și consumabilelor însoțite de certificat pentru controlul calității și preferabil marcate CE. La livrare trebuie verificate integritatea ambalajelor și respectarea condițiilor adecvate de livrare. Documentația pentru controlul calității trebuie furnizată pentru fiecare mediu, iar aceasta trebuie să corespundă lotului livrat.
· Toate consumabilele care intră în contact direct cu celulele și țesuturile trebuie să fie  sterile, de unică folosință.
· Reactivii, mediile și consumabilele trebuie utilizate înaintea datei de expirare menționate de producător.
· Dimensiunea recipientelor și ambalajelor trebuie să fie adecvată pentru a minimiza deschiderile și perioada de timp de la prima la ultima utilizare.
· Facilități adecvate de refrigerare pentru păstrarea mediilor și reactivilor trebuie să fie disponibile, iar menținerea temperaturii adecvate trebuie să fie asigurată pe parcursul transportului către clinică. Trebuie evitate modificările repetate ale temperaturii pe parcursul manipulării în laborator.
· Serul și lichidul folicular al pacientului său de la donator nu trebuie utilizate ca supliment proteic. Furnizorii comerciali de albumină serică umană sau de mediu conținând o sursă proteică derivată din ser trebuie să furnizeze certificate conforme cu reglementările europene sau naționale.
· Trebuie să fie disponibil un sistem adecvat pentru administrarea stocurilor de mediu, ulei și consumabile, inclusiv numărul lotului, data primirii și data expirării.
· Trebuie realizate evaluări ale riscurilor pentru asigurarea ușurinței identificării tuturor consumabilelor și mediilor, pentru evitarea oricărei erori în utilizare.

[bookmark: _Toc96730283]XI. PLAN PENTRU SITUAȚII DE URGENȚĂ
Ca plan general al clinicii pentru situațiile de urgență, toate laboratoarele FIV trebuie să dezvolte și să implementeze un plan pentru situații de urgență cu proceduri specifice în cazul unei posibile defecțiuni la nivelul infrastructurii sau echipamentelor, din cauze naturale sau ce țin de erori umane.
Planificarea în cazul situațiilor de urgență are ca scop descrierea acțiunilor care trebuie întreprinse pentru (în ordinea importanței):
1. Asigurarea siguranței personalului și pacienților;
2. Protejarea întregului material biologic proaspăt sau crioconservat;
3. Limitarea afectării echipamentelor și a înregistrărilor medicale.

Vor fi luați în considerare următorii factori:
· Măsuri de comunicare în caz de urgență: persoanele de contact (persoane responsabile, serviciu tehnic, numere de contact) trebuie cunoscute de întreg personalul.
· Servicii de electricitate: întreruperea curentului electric trebuie compensată de prezența generatoarelor sau a surselor neîntrerupte de energie electrică (UPS).
· Servicii de furnizare a azotului lichid: este necesară prezența unui recipient cu LN2 de rezervă, plin în permanență. În cazul liniilor automate de aprovizionare cu LN2, la defecțiunea acestora, recipientele trebuie umplute manual din recipientul cu azot lichid de rezervă. 
· Echipamente:  în cazul întreruperii curentului electric se va prioritiza echipamentul critic. Pentru fiecare echipament critic trebuie să existe o rezervă, care să poată fi pusă în funcțiune în cazul defectării primului. Toate echipamentele de rezervă trebuie să fie calibrate și gata de utilizare. Din echipamentele critice face parte inclusiv congelatorul (-20 °C) și frigiderul. 
· Recipiente de criostocare: existența posibilității de mutare a recipientelor de criostocare într-un alt amplasament, în caz de necesitate. Înregistrările privind identitatea pacienților care au material biologic crioconservat trebuie păstrate pe un server web sigur.
· Trebuie să existe acorduri cu o parte terță reprezentată de un alt laborator FIV pentru transferul de urgență al gameților și embrionilor (proaspeți și crioconservați).
Este necesară revizuirea periodică a planului pentru situațiile de urgență.


Întocmit,
Prof. Univ. Dr. Mircea Onofriescu
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