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Pentru o recoltare corecta

care este produsul patologic ce poate contine germenii suspectati, in
functie de diferitele etape evolutive ale bolii;

care este momentul optim de recoltare;

dacd produsul biologic este in mod normal steril sau contaminat cu
flora saprofita;

care este tehnica corecta de recoltare, cu respectarea asepsiei;

care este cantitatea necesara din acel produs patologic;

cum trebuie sa fie ambalat si transportat acel produs;

care este timpul optim pentru a ajunge la laborator

si cum se poate conserva, atunci cand nu poate fi transportat imediat.
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Tehnica de recoltare

Recipientul va fi inscriptionat cu numele/prenumele pacientului,
produsul patologic si examenul solicitat, iar in biletul de trimitere se
mentioneazd in puls, numadrul foii de observatie, diagnosticul
prezumtiv, data/ora recoltdrii, eventual si alte date semnificative ce pot
ghida analiza microbiologica.

Timpul optim in care proba trebuie sd ajungad la laborator este 1-2 h, in
functie de produsul patologic, dar si de germenii suspicionati.

Produsele recoltate in practica epidemiologica pot fi secretii, excretii,
fragmente de tesuturi obtinute prin biopsie sau autopsie, produse
alimentare, apd, aer, etc. Majoritatea probelor provin de la bolnavi, dar
sunt investigati si convalescentii, putdtorii sdndtosi, contactii sau
decedatii.



Infectii ale aparatului respirator

Prelevarea exudatului nazal (in sinuzite, angine, portaj de germeni)

se realizeazad prin stergerea pe rand a vestibulului foselor nazale cu un
tampon steril de unica folosinta (cate unul pentru fiecare cavitate).

Pacientul se pozitioneaza cu capul in extensie si se introduce tamponul
cu blandete pana atinge peretele posterior, dupd care se roteste usor
pentru a se Incdrca cu secretie nazald.

Manevra poate fi repetatad pentru a creste cantitatea de mucus recoltat.

Ulterior, tamponul se retrage usor, se reintroduce in tubul protector (cu
sau fara mediu de transport Amies/Stuart) si se trimite la laborator in
maxim 2 h.




Infectii ale aparatului respirator

Prelevarea exudatului faringian (in angine, scarlating, portaj de germeni)

se poate realiza dimineata, Tnainte de toaleta cavitatii bucale si a
alimentatiei, sau dupd 3-4 h de la ingestia de alimente, periajul dentitiei
sau utilizarea de antiseptice orale.

Pacientul cu capul in extensie, va deschide cavitatea bucala la maxim si va
pronunta vocala A.

Cu o spatula sterilad (sau de unica folosintd) se deprima fata dorsald a limbii
si se introduce cu grijd tamponul, fara a atinge palatul, lueta sau limba.

Se sterge cu o miscare circulard peretele posterior al faringelui, amigdalele
palatine, insistindu-se pe zonele inflamate, ulcerate sau cu depozite
purulente.

Se retrage tamponul cu precautie (pentru a nu declansa reflexul de voma),
se reintroduce in tubul protector (cu sau fara mediu de transport) si se
trimite la laborator in maxim 2 h.




Infectii sangvine

* Sangele poate fi recoltat in vederea unor examindri biochimice,
imunologice, hematologice sau bacteriologice (pentru izolarea
bacteriilor existente in bacteremii/septicemii de etiologie diversd, febra
tifoida, endocardite, etc.).

* Hemocultura se efectueaza in cazul aparitiei de novo a unui frison sau
in cazul cresterii temperaturii corporale peste valoarea de 38,5°C,
printr-o punctie venoasda noud, evitdndu-se recoltarea sangelui din
cateterele venoase preexistente.

* Se prefera efectuarea hemoculturii inaintea instituirii tratamentului
antimicrobian. Volumul optim este 10 ml de sange per probd/respectiv
3-5 ml la copil.

* Cum majoritatea bacteriemiilor sunt intermitente, o singura prelevare
asigura o sensibilitate de 80%, in timp ce trei prelevdri in 24 ore,
asigurd o sensibilitate de 100%.
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Infectii sangvine

Punctia venoasd se realizeazd in plica cotului sau la nivel venelor jugulare
(pentru nou-ndscuti sau sugari), dupd o antiseptizare cat mai larga cu
Betadind, apoi cu alcool sanitar, pentru a ldsa tegumentul uscat.

Personalul medical ce efectueaza aceastd manopera va purta manusi
sterile, de unica folosinta. Dupad aplicarea garoului, se imogilizeazé vena
cea mai evidentda cu ardtatorul madinii stangi, iar cu dreapta se
punctioneazd in axul venei, sub un unghi de 302, acul fiind cu bizoul in
sus.

La retragerea pistonului, sangele trebuie sa pdtrunda in seringd, in caz de
pozitionare corectd. Ulterior, se indepdrteaza garoul, se retrage acul din
vend si se exercitd o presiune constantd, cu un tampon steril, pand la
hemostaza completa.

Dupd recoltare, sangele este repartizat in flacoanele de hemocultura
pentru germenii aerobi, anaerobi, eventual fungi (cu dopurile
dezinfectate in prealabil), agitind usor pentru omogenizarea cu mediul.

Aceste flacoane sunt trimise la laborator in cel mai scurt timp posibil
(maxim 1 h) si introduse in sisteme automate (ex: BACTEC), unde sunt
monitorizate timp de 10 zile.
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Infectii ale aparatului urinar

(in infectii ale tractului urinar
inferior/superior) se realizeaza din jetul mijlociu de urind in cazul pacientilor
necateterizati, intr-un recipient steril cu gatul larg, identic la barbati si femei,
dupd o prealabild si riguroasa toaletda locald, cu apa si sdpun a organelor
genitale externe.

Se prefera prelevarea din prima urina de dimineata sau dupa cel putin 4 ore de
la mictiunea anterioara.

La pacientii cu cateterizare prelungitda (din cauze urologice sau neurologice),
recoltarea se efectueaza dupa decontaminarea capadtului distal al cateterului, cu
alcool 70%. Se recolteazd 5 ml de urina cu o seringa sterild, apoi se trece, in
conditii aseptice, in urocuf'tor. Se interzice prelevarea probei direct din punga
de drenaj sau cultivarea varfului cateterului.

Punctia suprapubiand transcutand este rezervatd cazurilor atent selectionate,
fiind executata in conditii de asepsie chirurgicald. Se indica pentru
identificarea infectiilor cu bacterii anaerobe, fiind foarte eficientad in evitarea
contaminadrii uretrale a probelor.

Probele trebuie prelucrate in aproximativ 2 h dupa recoltare, pentru a se
impiedica inmultirea florei microbiene. In cazul in care nu se poate respecta
aceasta conditie, urina se pastreaza la +4°C, pana in momentul prelucrarii.




e 2
Infectii tegumentare

(abcese, flegmoane, furuncule,
hidrosadenite, etc.) - se recolteazda de catre chirurg la deschiderea
colectiei sau prin punctie aspirativa cu o seringa cu ac fin, din
profunzime, dupa o prealabila antisepsie a tegumentelor. Produsul se
transferd intr-un sistem de transport steril ce asigura anaerobioza si
este trimis la laborator imediat.

- tegumentul intact din
jur se antiseptizeaza cu Betading, iar exudatul de la suprafata leziunii
se sterge in prealabil cu ser fiziologic steril. Se introduce tamponul
steril pe traiectul fistulei, se chiureteaza cat mai profund, dupa care se
inserd in tubul cu mediul de transport Amies si se trimite imediat la
laborator.

(pldgi chirurgicale, ulcere cutanate, arsuri) -
dupa o prealabila toaletd a plagii cu ser fiziologic steril (Betadina
pentru aria circumscrisa), se invarte varful tamponului timp de 5
secunde pe o arie de 1 cm?, suficient de ferm pentru a provoca o usoard
sangerare, dupad care se introduce in tub si se asigura transportul la
laborator, In maxim 1 ora.
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Infectii digestive

Materiile fecale eliminate spontan, pot fi recoltate in vederea
efectudrii examenului coproparazitologic sau coproculturii (in
parazitoze intestinale, toxiinfectii alimentare, gastro-enterite, colite,
febra tifoida, dizenterie bacilara, holers, etc.).

Pacientul va defeca spontan intr-un recipient sterilizat prin fierbere,
opdrire sau autoclavare (in caz de coproculturd), fard sa contamineze
continutul cu urina.

Nu se vor folosi solutii dezinfectante ce pot impiedica dezvoltarea
germenilor. Apoi se preleveaza cu lingurita sterild a coprorecoltorului,
fragmente din portiuni diferite ale scaunului sau din zone potential
patologice - cu aspect mucos, sangvinolent, purulent, riziform, in
volum minim de 3 cm3.

Fragmentele recoltate se suspensioneaza in mediul de transport din
coprorecoltor si se trimite imediat la laborator.
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Pentru depistarea portajului de enterobacterii patogene (Salmonella
spp., vibrion holeric, etc.), se recolteaza al doilea si al treilea scaun,
dupa administrarea unui purgativ (15 g sulfat de magneziu in 250 ml
apa, pentru adulti), cu prelevarea partii lichide ce contine flora
intestinului subtire.

La pacientii cu sindrom dizenteriform, recoltarea de face cu ajutorul
unui tampon steril ce se introduce prin orificiul anal, sub control
rectoscopic si se sterge mucoasa. Dupd prelevare, tamponul este
introdus in mediul de transport al coprorecoltorului si se trimite la
laborator.

Materiile fecale din sigmoid pot fi recoltate si cu ajutorul unei sonde
Nelaton sterile, introduse 15-20 cm la adulti si aproximativ 10 cm la
copil. Cu ajutorul unei seringi sterile de 10 ml, se aspird continutul si se
decanteaza intru-un coprorecoltor cu mediu de transport.




Infectii digestive

Examenul coproparazitologic are o tehnica similard cu coprocultura, cu
singura diferentd cd nu necesitd recipiente sterilizate.

Prelevatele care nu se insdmanteazda pe medii de izolare, intr-un
interval de 2 h, trebuie supuse unui proces de conservare:

Prin refrigerare la + 4°C, maxim 24 h;

Utilizarea de medii speciale de transport, cum ar fi: mediul Stuart (util
pentru prezervarea enterobacteriilor, dar si pentru enteropatogenii din
genul Vibrio sau Campylobacter) sau mediul Cary-Blair ce asigurd o
bunad conservare la temperatura mediului ambiant, pand la 7 zile
(recomandat pentru Enterobacteriaceae si Vibrio spp.).

Mediile lichide sunt mai rar folosite in prezent, datoritd transportului
dificil si a prezervdrii inconstante a unor patogeni enterici.



Infectii digestive
Probele de (utile pentru depistarea bacililor de

M.tuberculosis, mai ales la sugari si copiii mici) sau cele de voma,
trebuie neutralizate cu solutie de bicarbonat de Na 10%, in prezenta
unui indicator de pH (solutie de albastru de brom-timol).

Tehnica recoltdrii probelor de voma pentru cultura bacteriand este
similard cu coprocultura din emisie spontanad. Ca recipiente se folosesc
pldci Petri sterile.

Selectarea pentru examinare, in cadrul unei anchete
epidemiologice pentru toxiinfectie alimentard, se face in functie de
perioada de incubatie (doar alimentele consumate in ultimele 72 h).



NR. . ALIMENTUL ETIOLOGIE POSIBILA
15 Afumituri (carne, pasari, peste) Salmonella,
Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale),
Clostridium botulinum (si neurotoxinele sale)
2 Alimente vidate Clostridium botulinum (si neurotoxinele sale),
Listeria monocytogenes
3s Branza Salmonella,
Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale),
E.coli
4. Carne si derivate Salmonella,
Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale),
Clostridium perfringens (si enterotoxina sa),
Campylobacter jejuni,
Yersinia enterocolitica,
E.coli 0157:H7
5 Cartofi Bacillus cereus (si toxinele sale),
Clostridium botulinum (si neurotoxinele sale)
6. Cereale si alimente din porumb Bacillus cereus (si toxinele sale),
micotoxine
% Ciorbe, supe, tocanite Bacillus cereus,
Clostridium perfringens (si enterotoxina sa)
8. Conserve de casi Clostridium botulinum (si neurotoxinele sale)
0. Crustacee Vibrio parahaemolyticus,
V.cholerae 01
10. Hamburger E.coli 0157:H7,
Salmonella
11 Inghetata Salmonella,
Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale)
12 Lapte crud si derivate Salmonella,

Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale),
Campylobacter jejuni,

Streptococcus pyogenes,

Yersinia enterocolitica




Lapte praf

Salmonella,
Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale)

Maioneza

E.coli 0157:H7

Leguminoase, boabe

Clostridium perfringens (si enterotoxina sa),
Bacillus cereus (si toxinele sale)

Orez

Bacillus cereus (si toxinele sale)

Oua, produse cu oua

Salmonella

Produse de patiserie cu lapte si oua

Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale),
Salmonella,
Bacillus cereus (si toxinele sale)

Peste si derivate

V.cholerae 01, non-01,

V. parahaemolyticus,
Proteus spp.,
Morganella spp.

Salate de legume cu oui sau carne/peste

Staphylococcus aureus (si enterotoxinele sale),
Salmonella,

E.coli,

Shigella spp.
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Recoltarea alimentelor

Din alimentele lichide se recolteaza aseptic 200 ml iar din cele solide

150-200 g (mai multe fragmente cubice, din diferite regiuni si din toate

straturile), in recipiente sterile, ce vor fi sigilate, etichetate si

transportate la laborator.

Eticheta trebuie sa contina:
e Denumirea alimentului;

e Denumirea unitatii;

Data recoltarii;

Numarul lotului de productie;

Numadrul procesului verbal de recoltare




Recoltarea alimentelor ¥

e Laptele - se va recolta un ambalaj ca atare sau daca acesta depdseste 11, se
ridicd o probd de 200-500 ml;

* Preparatele din carne - se taie aseptic 150-200 g din diferite portiuni sau se
recolteaza un ambalaj intreg (in cazul concentratelor);

* (Conservele casnice - se prelevda un ambalaj nedesfdcut din acelasi lot;
* Resturile alimentare consumate - se adund cu spatula sterild, cat mai mult;

* Toate acestea vor fi tinute in frigider, la +4°C si trimise in geantd izotermad la
laborator;

© Alimentele congelate - se prelevd un ambalaj intreg sau se foreazd/se
ciopleste cu instrumente sterile, in carcasele mari, in asa fel incat sd existe
pro%e atat de la suprafatd, cat si din profunzime. Acestea vor fi mentinute
congelate, pana la examinare;

° Din orez, legume - se iau probe de la suprafatd, dar si din profunzimea
ambalajului si se introduc in recipiente sterile, inchise, la adapost de umezeala.

* Toate probele trebuie sa ajunga in maxim 6 h la laborator.




4;5 v

Recoltarea apei /)
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Din instalatii centrale de apa - se flambeaza robinetul, se deschide complet
si se lasa sd curgd apa 5-10 minute; apoi se regleaza debitul astfel incat sa existe
o coloana de apa continud, cu diametrul de maxim 1 cm, se scoate dopul de la
flaconul steril si se umple pand la 2 cm sub dop. Ulterior se inchide recipientul
si se eticheteazd. O probd contine 1-5 | ap4;

Din rezervoare si bazine - dupd scoaterea dopului, flaconul steril se
introduce 1n rezervor/bazin, se umple pand la 2 cm sub dop si se inchide;

Din fantani, izvoare - proba se recolteaza direct din fantana sau prin turnarea
din gdleatd;

Daca apa recoltatd este clorinatd, inainte de sterilizarea flaconului se introduce
10 mg tiosulfat de sodiu pentru fiecare 500 ml apd de analizat;

Etichetarea va contine obligatoriu denumirea punctului de recoltare, data /ora
recoltarii si numadrul probei;

Transportul spre laborator se face in ldzi izoterme, in maxim 2 h (6 h dacd se
asigurd o temperatura de +4°C).




Recoltarea microaeroflorei

* este utilizatd in practica epidemiologica in mediul nosocomial, in
incaperi cu risc mare de infectie pentru pacientii asistati - sali
operatorii, de nastere, compartimente de Anestezie-Terapie Intensiva,
saloane de neonatologie.

* Se poate realiza prin:

e Metoda sedimentarii Koch - in fiecare incapere se expun 2 seturi de
cutii Petri, fiecare set cuprinzand o placa cu geloza - sange si una cu
geloza nutritiva. Primul set se pozitioneaza in mijlocul incdperii, pe o
masa, iar celdlalt intr-un colf, pe o noptiera/etajera. Se ridicd capacele
cutiilor Petri, se aseazd cu deschiderea in jos si se lasa 10 minute.
Dupa expirarea intervalului, se inchid si se transportd imediat la
laborator.

e Metoda prin aspirare - recoltarea se realizeazda cu ajutorul unor
aparate asa cum este analizorul M.A.Q.S (Microbiological air quality
sampler - Oxoid). Acest aparat presupune atagarea pldcilor Petri cu
mediu de cultura intr-un adaptor special, aerul este aspirat cu o viteza
intre o,5-2 1/s, fiind analizat un volum cuprins intre 1-999 litri.
Ulterior, dupa incubare, se numadra coloniile iar numadrul de germeni
se calculeaza dupa o formuld matematica.




Recoltarea microaeroflorei

* Numarul total de germeni/m3 aer nu trebuie sa depaseasca 500-1500 dupa
gradul de activitate din incapere, inceputul sau sfarsitul zilei de lucru.

* In salile de operatii (in timpul lucrului), in saloanele de nou-nascuti si sugari se
admit maximum 300 germeni/m3 aer, cu absenta florei hemolitice.

® Nuse admite nicio colonie de stafilococ coagulazo-pozitiv sau streptococ
B-hemolitic per placa.







Controlul microbiologic al suprafetelor si
materialului moale

se practica pentru mese, noptiere, tabliile paturilor,
peretii de faiantd, lenjerie, etc.
Dacd suprafetele au fost dezinfectate anterior,

recoltarea va fi efectuata numai dupa expirarea
timpului de contact.

Cu un tampon steril umezit in 1 ml de ser fiziologic,
se sterge o suprafata de 25 cm patrati;

Se trece tamponul atat orizontal, cat si vertical, cu
rotire concomitentd, apoi se introduce in tubul
protector, agitandu-se puternic pentru
omogenizarea  concentratiei =~ microbiene, se
eticheteaza si se trimite la laborator, in maxim 2 h.

Ata de sutura, catgut-ul si compresele vor fi
insamantate in bulion simplu si bulion thioglicolat.




- Controlul microbiologic al suprafetelor si

materialului moale

* Nu se admite nicio colonie de stafilococ coagulazo-pozitiv, E.coli
enteropatogen sau Proteus spp. per cm>.

e Interpretare: Se considera curata o suprafata/un material moale
pe care se dezvolta sub 5 colonii/cmp si nu sunt prezenti germeni
patogeni.

NP YALE-NEW HAVEN
’ HospPiTaL

ATP Bioluminescence Method

Step 1 Step 2 Step 3

Use special swab Place swab in Place tube in luminometer
to sample surface reaction tube Results: Relative Light Units




- Controlul tegumentelor personalului
medical

* sunt vizate cel mai frecvent mainile,
cunoscut fiind faptul ca constituie cea
mai uzuald cale de transmitere a
germenilor, in mediul nosocomial.

Cu un tampon steril umezit in 1 ml de ser
fiziologic, se sterge suprafata palmard a g
mainii  drepte, inclusiv  degetele, |
insistand asupra spatiilor interdigitale
sau periunghiale.




Controlul tegumentelor personalului
medical

Se raporteaza unitati formatoare de colonii per proba.

Se raporteaza prezenta Escherichia coli; Proteus; Staphylococcus aureus;
Pseudomonas spp.; Klebsiella spp.; Acinetotobacter; Enterococcus
rezistent la vancomicina.

Se considera o mana curata aceea la care:

a)incarcatura microbiana nu este mai mare de 100 UFC/ml pentru
personalul ingrijitor si infirmiere;

b)incarcatura microbiana nu este mai mare de 40 UFC/ml pentru
personalul medical mediu si superior;

c)incarcatura microbiana nu este mai mare de 10 UFC/ml pentru
personalul care trebuie sa efectueze interventii aseptice;

d)nu trebuie sa contina germeni patogeni;

e)la germenii patogeni izolati se va efectua, la cerere , testarea rezistentei la
antibiotice.
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*** ORDIN Nr. 961/02.09.2016 pentru aprobarea Normelor tehnice
privind curatarea, dezinfectia si sterilizarea in unitatile sanitare publice si
private, tehnicii de lucru si interpretare pentru testele de evaluare a
eficientei procedurii de curatenie si dezinfectie, procedurilor
recomandate pentru dezinfectia mainilor, in functie de nivelul de risc,
metodelor de aplicare a dezinfectantelor chimice in functie de suportul
care urmeaza sa fie tratat si a metodelor de evaluare a derularii si
eficientei procesului de sterilizare



