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MANUALUL RECOLTARII

Impactul variabilelor preanalitice asupra calitatii rezultatelor de laborator

“Calitatea unei analize de laborator incepe de la corectitudinea recoltarii”
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1. Recoltarea probelor biologice pentru investigatii biochimice, hematologice,

imunologice si de biologie moleculara

1.1 Solicitarea analizelor

Se face conform unor protocoale graduale de evaluare ale diverselor grupe de patologie, emis de
conducerea fiecarei clinici/sectii (fig.1).
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Fia1. "“Labeoratery Medicine - Test selection and Interpretation™; J. Howanitz, Churchill Livingstone, New York 1991, p.2

1.1.1 Cine solicita analizele de laborator ?

Solicitarea examinarilor paraclinice se face de catre medic:

» medicul rezident poate solicita testele de rutina

» medicul specialist si primar poate solicita teste complexe (imunologie, serologie, citologie) sau
poate delega medicul rezident cu care lucreaza, sa facd aceastd solicitare, supervizand
buletinul de analize

1.1.2 Unde se solicita analizele de laborator ?

1.1.2.1 In Laboratorul de urgenti

» pentru SMURD si toate Ambulantele de specialitate, indiferent de momentul solicitarii
» pentru Cabinetele din Policlinica cu program dupa masa
» pentru bolnavii internati — analizele urgente dupa ora 11,00

1.1.2.2 In Laboratorul Amb de Specialitate |

» pentru Cabinetele din policlinica cu program dimineata
> pentru Cabinetele medicilor de familie
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1.1.2.3 In Laboratorul central

» testele recoltate dimineata pentru bolnavii internati
» testele recoltate de urgenta pentru bolnavii internati — pana la ora 11,00
> testele biochimice, imunologice, serologice, bacteriologice, recoltate in laboratoare policlinica

1.1.3 Cand se solicita analizele de laborator ?

1.1.3.1 Testele solicitate in serviciul de urgentdi

In serviciul de urgentd testele se pot solicita 24 de ore din 24, respectand aceleasi reguli de
solicitare ca si pentru bolnavii spitalizati (1.1.4)

1.1.3.2 Testele solicitate in serviciul de ambulator

In punctul de recoltare din ambulator analizele se recolteazi dimineata (recoltiri intre orele 7,30 —
13,00)

1.1.3.3 Testele solicitate pentru bolnavii internati

Pentru bolnavii internati recoltarea se face:
» “ajeun” (recoltari intre orele 7,00 — 9,00 a.m.) pentru testele curente
» 24 de ore din 24, pentru bolnavii critici

1.1.4 Cum se solicita analizele de laborator ?

Solicitarea examinarilor paraclinice se face electronic, prin emiterea setului de analize in Sistemul
Informatic al Laboratorului (Progamul Hospital Manager) sau in scris, buletinul de solicitare
continand in mod obligatoriu urmatoarele date:

Clinica/salonul emitenta

Laborator solicitat

Nume / Prenume / varsta bolnavului

C.N.P.

Nr. FO. (numar contrat cu CJAS pentru Lab. Policlinica)

Diagnostic la internare

Tipul lichidului / probei biologice (sange, urina, lcr, lichid de punctie..., sputd)

Analize solicitate

Data recoltarii (si ora in cazul testelor solicitate de urgenti si a celor bacteriologice)
Semnatura si parafa medicului solicitant (stampila rotunda a cabinetului, pentru Lab. Policlin.)
Numele persoanei care a recoltat proba biologica

Ora/minutul sosirii in laborator — se noteaza pentru probele cu caracter de urgenta, de catre
persoana de serviciu in laborator la departamentul “Primire probe biologice”, proba fiind
preluata de la curier

VVVVVVVVVVVYY

1.1.5 Cine anunti/pregiteste pacientul pentru recoltarea probei biologice?

Asistenta de salon/ambulator anunta bolnavul asupra:

momentului/locului recoltarii

dietei precedente

tratamentului medicamentos care influenteaza determinarea

toaletei premergatoare anumitor recoltari (de ex. pentru exudat faringian, urocultura)

YVVY
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1.1.6 Cine face recoltarea probei biologice ?

» asistenta medicala de salon / ambulanta / laborator policlinica: sange venos sau capilar pentru
determinari serologice, hematologice, de hemostaza, frotiu periferic, determindri din urina,
sputa, scaun

» medicul: sange arterial, maduva osoasa, lichid cefalorahidian, lichide de punctie

NU SE EFECTUEAZA RECOLTARI IN LABORATOR (recoltarea se face pe sectii — pentru
bolnavii internati si in punctele de recoltare din Ambulator I adulti si Copii — pentru pacientii din
ambulator), exceptie testele de hemostaza sau efectuate in urgenta, din sange capilar pentru copii
(se recolteaza in Lab de urgenta — pentru externi si la punctele de recoltare sau in salon — la Ped 1,
Neonatologie).

1.2 Colectare - tehnica

1.2.1 Colectoare

Tabel 1. Tipuri de colectoare si aditivi

Proba Anticoagulant/ | Vacutainer/container Mecanism Aplicatii
biologici aditivi — volum singe/urini
Plasma Citrat Na3z3,2% | 4,5 ml —dop albastru Complex cu Coagulare
-0,5ml Caz2+
Sange Citrat Nas 3,2% 4 ml — dop negru Complex cu VSH
-1ml Caz2+
Sange EDTAK; 2 ml — dop roz-violet Complex cu Hemograma, citometrie in
Caz2+ flux, Incéarcaturi virale,
HbAlc
Ser - 7 ml — dop rosu - Biochimie, Hormoni,
Markeri tumorali, virali,
Imunologie
Urina - Recoltor urina ~ 15 ml - Sumar + sediment urinar
Urina 5 ml sol. Recoltor urina / Conservare Determinari biochimice din
Thymol 10% esantion de 10 — 15 ml urina de 24 ore
Urina Carbonat de Recoltor urina / Conservare Porfirine, UBG
sodiu 2g/l urind | esantion de 10 — 15 ml
Urina HCI 6M/I, Recoltor urina / Conservare Catecolamine si metaboliti
25 ml inrecoltor | esantion de 10 — 15 ml AVM, 5-HIAA, Ca, Mg,
mare fosfati
Urina NaOH 6M/l, Recoltor urina / Conservare Acid Uric, [ 12 mg
25 ml inrecoltor | esantion de 10 — 15 ml
mare

» Recoltarea se face cu sistemul de vacuum, direct in vacutainer !

» Nu se recolteaza in seringd, pentru a transfera apoi in vacutainer ! Coagularea incepe imediat
dupa scoaterea sangelui din vase !

> Atentie la proportia singe : anticoagulant ! Proportie incorecta modifica rezultatele testelor
de coagulare si a testelor hematologice.
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v _ ee

1.2.2 Tehnica recoltirii cu sistemul vacutainer (Fig.2)

Se noteaza pe eticheta recoltorului numele pacientului si numarul setului de analize !!!

Se dezinfecteaza plica
cotului cu alcool iodat si
se aplica garoul pe brat
(nu mai mult de 1 minut
inainte de recoltare)

Penetreaza pielea,
tinand dispozitivul de
recoltare intre
policele si indexul
mainii drepte

Se scoate tubul cu mana
| dreapta, fixand cu mana
tanga in continuare
spozitivul de recoltare

Sangele intrain tub
proportional cu vacuumul
in interior.

Se elibereaza garoul,
mentinand cu mana

~ stanga dispozitivul de

~ recoltare

Cand acul a fost
pozitionat in vena, se
inverseaza pozitia
mainilor, presand tubul
de recoltare cu
policele drept peste
acul protejat din
lacasul mansonului
(indexul si mediusul
drept fiind sprijinite pe
gulerasul mansonului)

Daca trebuie recoltate mai

Se agita imediat tubul usor, A
= multe tuburi, se inseraun

prin rasturnare, pentru o
buna amestecare cu
anticoagulantul.

Nu se scutura energic !!!

1.3 Proba Biologica

= fluide biologice (sange, urind, LCR, lichid amniotic, aspirate), colectate evitind riscul
contaminarii (vezi 1.2.2)

1.3.1 Sangele — Explorarea matricei proteo-saline

Pregdtirea pacientului

Pacientului i se explica procedura la care va fi supus si se obtine intreaga lui complianta.

e Recoltarea probelor se face cu pacientul in conditii bazale, inaintea oricarei proceduri
diagnostice sau terapeutice (ideal intre orele 7 si 9 dimineata, in conditii ,,a jeun” — pe
nemancate); pentru evaluarea metabolismului lipidic se recomandd ca recoltarea sa se
efectueze dupa 12 ore de la ultima masa.

e (Cand probele de sange nu sunt recoltate in conditii bazale, trebuie tinut seama de efectele
aditionale pe care le pot produce efortul fizic (Chiar si efortul fizic moderat poate determina o
crestere a glucozei, acidului lactic, proteinelor serice, CK), precum si a stdrii emotionale sau
ritmului circadian care poate afecta anumiti parametri.

e Recoltarea probelor biologice se poate face sub forma unei probe unice (de exemplu, pentru
determinarea glicemiei bazale) sau sub forma probelor multiple (de exemplu, testul de
tolerantd la glucoza).

e Asigurati-va ca pacientul sta intr-o pozitie comoda (in pozitie sezdnda sau in decubit dorsal).

e Verificati cu mare atentie ca toate datele demografice ale pacientului si fie corect scrise pe
formularul cu care este insotit acesta la punctul de recoltare a singelui si etichetati corect
recipientul de recoltare.

1.3.1.1 Tehnica recoltarii sangelui venos pentru determindri serologice /plasmatice

e Recoltarea se face de regula dimineata (intre orele 7,00-9,00), pe nemancate (a jeun) — CuU
exceptia urgentelor medicale.
e Se noteaza nr setului si numele bolnavului pe eticheta recoltorului
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e Se recolteazd din venele antecubitale (sau din v. jugulard sau venele epicraniene la copiii mici
sau din alte vene superficiale de la bolnavi, la care este imposibil de gasit o vend accesibila la
plica cotului).

e Se aplica garoul la cel putin 2-3 laturi de deget (3-5 c¢m) deasupra locului de intepare
(Maximum 1 MINUT inainte de recoltare). Bolnavul va strange pumnul pentru a creea o
presiune venoasa crescutd si o distensie maxima a venelor acelui segment de membru.

e Se dezinfecteaza cu un tampon cu alcool 70% sau cu tinctura de iod.

e Se patrunde cu un ac steril cu calibru adecvat cantitatii de sdnge necesar sa fie recoltat, cuplat
apoi la un container vidat, etans, cu marcher de nivel indicat (Fig. 2).

e Sangele se recolteaza ca atare (fara aditivi) pentru testele de biochimie, imunologie, serologie,
hormoni, toxicologie si pe anticoagulanti pentru testele de coagulare si VSH.

e Pentru testele de coagulare, este preferabil sd se indeparteze garoul dupd punctionarea venei
(inainte de recoltarea in vacutainer), iar dacd se recolteaza mai multe tuburi, cel pentru
hemostaza va fi al doilea in care se recolteaza.

Evitarea hemolizei

Majoritatea cazurilor de hemoliza pot fi evitate daca se respectda urmatoarele:

1. Folositi un ac standard nu mai mic de 21-22 G (uneori poate fi necesar sd se foloseasca ace
de marimea 22-23 G pentru pacienti varstnici sau copii, cu vene dificil de punctionat).
Daca aerul poate intra pe langa ac sau in tubul de recoltat, inlocuiti vacutainerul.

3. Daca folositi propriul echipament de recoltare si nu cel furnizat de laborator, asigurati-va

ca folosifi materiale curate, uscate, sterile (tuburi, seringi, ace).

Recoltati sangele in vacutainere {inute la temperatura camerei.

5. Cand vacutainerul se umple prea greu cu sange datoritd unei venopunctii dificile, acest fapt
poate determina spargerea hematiilor. Alegeti un alt loc de recoltare si un alt vacutainer si
recoltati al doilea specimen.

6. Nu retrageti acul din vend panad in momentul in care vacutainerul nu este complet umplut.

Retragerea prematurd a acului poate determina intrarea aerului in tub cu distrugerea

hematiilor.

Executati manevre cat mai blande cu putinta in timpul recoltarii sangelui.

Permiteti uscarea dupa dezinfectarea locului de recoltare.

Nu recoltati sange dintr-o zond cu hematom.

0. Cand folositi vacutainere cu substante anticoagulante sau diferiti aditivi, percutati usor
tubul imediat sub capac pentru a nu lasa aditivul sa adere de peretii vautainerului sau de
capac.

11. Permiteti tubului s se umple complet pentru a fi asigurata proportia corecta intre sangele
recoltat si aditivul din vacutainer.

12. Asigurati-va ca s-a produs amestecul sangelui cu anticoagulantul / conservantul / aditivul,
rotind usor vacutainerul cu o miscare de rotatie din incheietura mainii sau agitati usor pe
verticala tubul de 5-6 ori. Agitarea energica poate determina hemoliza sau formarea de
cheaguri.

13. Verificati dacd aditivul / anticoagulantul s-a dizolvat. Dacd mai este vizibil, continuati
agitarea blanda pana este complet dizolvat.

14. Pentru vacutainerele fara anticoagulant, ldsati proba sa sedimenteze cca. 30-45 minute
inainte de centrifugare. Aceasta permite coagulului sa se formeze.

15. Centrifugati proba folosind centrifugi calibrate, in conformitate cu instructiunile de durata
si viteza cerute de centrifugare (de obicei 10-15 minute).

(Punctele 14 si 15, vor fi respectate de laborator)

no

>

oo
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1.3.2 Sangele - Explorarea elementelor celulare ale sangelui

1.3.2.1 Tehnica recoltarii sangelui venos

e Sangele se recolteaza pe cantitati bine definite de substante sau solufii anticoagulante sau
inhibitoare (vezi 1.2.1), omogenizand amestecul usor (agitarea energica produce hemoliza !).
e Se recolteaza dupa descrierea de la 1.3.1.1

1.3.2.2 Tehnica recoltarii sangelui capilar

e Serecolteaza cu pipete sau recoltoare adecvate, din pulpa degetului sau lobului urechii (haluce
sau cdlcai la sugari).

e Pipetele si solufiile trebuie pregatite Tnainte de intepare.

e Se noteaza numele bolnavului pe eticheta recoltorului

e Recoltarea se face de regula dimineata, pe nemancate —a jeun - (in cazuri de urgenta recoltarile
pentru leucocite sau pentru hemoglobind, hematocrit se fac la orice ord);

e Se dezinfecteaza pulpa degetului (de preferat degetul 1V) sau lobulul urechii, prin badijonare
cu un tampon cu alcool 70% sau alt dezinfectant uzual (alcool iodat);

e Se sterge cu un tampon uscat (locul de intepat sa fie uscat)

e Se inteapd cu un ac steril in unghi de 45° fatd de linia mediand a pulpei degetului sau cu o
lanteta speciala de singura folosinta la lobulul urechii;

e Prima picatura de sange se sterge cu un tampon uscat;

e Se recolteazd picaturile urmatoare, care apar spontan sau prin usoard apasare (strangere) a
degetului pana la o distantd de cel mult 2 cm de locul intepaturii (pana la falanga a 2-a);

e [Este interzisa strangerea energica si/sau pana la locul intepaturii, pentru a nu dilua sangele cu
lichid interstitial (daca obtinerea sangelui capilar este dificila se incalzeste zona sau se lasa sa
atarne extremitatea cateva minute).

1.3.2.3 Tehnica executarii frotiurilor de sange

e Se pregateste intocmai ca si pentru tehnica recoltarii sangelui capilar.

e Se noteazd cu un creion grafit, numele pacientului si data recoltarii, pe marginea slefuita a
lamei

e Se recolteaza din picatura de sange bine exprimatda, cu marginea unei lame de sticla, de
preferat slefuitd (lama de recoltare). Lama cu picatura de sange se aseaza oblic (in unghi de
45°) pe lama de frotiu, degresata in prealabil cu alcool-eter si uscatd bine prin stergere cu un
tampon uscat si fluturare in aer. Se tine lama de recoltare cateva secunde pana picatura de
sange se etaleaza complet spre cele doua margini ale lamei de baza.

e Se deplaseaza apoi lama de recoltare prin intindere spre capatul opus al lamei de frotiu, pana
picatura de sange se epuizeaza. Un frotiu corect trebuie sa se termine inainte de capatul opus al
lamei, sa fie uniform si cat mai subtire.

e Frotiurile se usuca la temperatura camerei pe un rastel de lame. Se fixeazd si se coloreaza
ulterior dupa diferite tehnici. Lamele de frotiu se pastreaza ferite de caldura, umezeala,
chimicale si insecte.

1.3.2.4 Tehnica recoltirii maduvei osoase

Recoltarea maduvei osoase se realizeaza de catre medic, prin punctie sternala sau din creasta
iliaca, utilizand anticoagulanti (heparind) in recoltoare sterile (cutii Petri sau tuburi inchise).
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1.3.3 Recoltarea urinei

Pregatirea pacientului

e Aportul de lichide in timpul recoltdrii trebuie sd fie normal (cu exceptia cazurilor cand
medicul curant face recomandari specifice in acest sens).

e In unele cazuri se recomandi intreruperea medicatiei care poate induce interferente, cu cel
putin 12 ore (de preferat 48-72 ore) inaintea inceperii recoltarii.

e Unele alimente pot influenta anumiti compusi chimici, astfel ca uneori, la sfatul medicului,
pacientul trebuie sa tind o anumita dietd inaintea acestei analize.

Tipuri de probe de urina

Se pot recolta mai multe tipuri de probe de urina (tabel 2), in functie de examinarile ce trebuie
efectuate:

Tabel 2. Diferite specimene de urina si utilizarea lor in laborator

Nr Specimen Utilizare

1. | Urind spontand Determindri chimice calitative sau cantitative si/sau...
2 Urina de dimineata constituenti celulari / cilindri

3. “a2-aurind” (7-10 a.m.) Clearance de creatinina

4 Urind de 24 ore Determinari cantitative

1.3.3.1 Pentru examinari calitative

Dupa toaleta mainilor si a regiunii genito-urinare (spalare cu apa si sapun, stergere cu prosop curat
si calcat), se recolteazd intr-un vas curat (steril pentru uroculturd) prima urind de dimineata (10-15
ml din jetul mediu). Se noteaza pe recoltor numele pacientului si data/ora recoltarii.

Este foarte important ca pacientii sd cunoascd modul corect de recoltare al probelor de urind. Mai
jos sunt prezentate instructiuni pentru adulti/copii mari si sugari:

Instructiuni de recoltare la adult.

1. Curatati zona genito-urinara cu apa si sapun: la barbat se va asigura curafarea meatului si
glandului; la femeie, in cazul in care este prezenta o secretie abundenta, alaturi de toaleta
obisnuitd a vulvei, se va introduce in vagin un tampon steril.

Asigurati uscarea zonei anterior decontaminate cu ajutorul unor comprese sterile.

3. Urinati o cantitate mica in toaleta si fara sia va opriti, colectati in recipientul primit de la

laborator restul de urina (recoltare din jetul urinar mijlociu, intr-un mod similar cu proba

pentru urocultura).

Pentru a preveni contaminarea probei, evitati sd atingeti recipientul de zona genitala.

Etichetati recipientul de urina, precizand data si ora recoltarii.

6. Refrigerati proba imediat dupa recoltare: trimiteti recipientul la laborator, respectand
intervalul de timp mentionat la fiecare tip de test.

N

o1~

Instructiuni de recoltare la sugar:
1. Curatati aria genito-urinard a copilului cu apa si sapun.
2. Nu tamponati zona curatata pentru a accelera uscarea; nu aplicafi creme, uleiuri sau pudre
pediatrice.
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3. Atasati ferm de zona genito-urinara punga pediatrica de recoltare a urinei, astfel: dezlipiti
banda protectoare din jumatatea inferioara a pungii si fixati portiunea adeziva la nivelul
perineului; cand jumatatea de jos a pungii este fixata, dezlipiti partea superioara a benzii si
continuati aplicarea portiunii adezive, asigurandu-va ca orificiul urinar a fost inclus in
punga.

4. Imediat dupa ce copilul urineazd in punga de recoltare, aceasta se dezlipeste si se
transporta la laborator in conditii corespunzatoare.

Foarte important!

e Evitati contaminarea probei de urind la transferul ei in recipientul de plastic; aveti
grija sa nu atingeti containerul.
e Refrigerati proba imediat dupa recoltare si trimiteti-o la laborator in aceeasi zi.

1.3.3.2 Pentru examindri cantitative
1.3.3.2.1 Urina “de 24 ore”

Dupa toaleta matinala a regiunii genito-urinare, se arunca prima urind de dimineata, se noteaza
ora, apoi se recolteaza intr-un vas mai mare (2-3 litri), curat, volumele de urind rezultate pe
parcursul zile i noptii care urmeaza si prima urina din dimineata urmatoare.

Pe parcursul recoltarii, vasul se fine la rece (uneori este nevoie sa se adauge conservanti, pentru
prevenirea descompunerii unor substante: 5-HIAA - se recomanda ca bolnavul sa nu foloseasca
nici un fel de medicatie — dacd este posibil — in cele 3 zile premergatoare recoltarii; AVM:
acidifiere-25 ml HCI ~6N; [12-mg: alcalinizare - 25 ml NaOH ~6N; etc). Se masoara volumul
recoltat in cele 24 de ore (cu cilindru gradat), se noteaza numele pacientului si data recoltarii pe
recoltor, se omogenizeaza si se trimite in laborator un esantion de 10-15 ml.

1.3.3.2.2 Pentru determinarea Clearance-ului de creatinind

Se aplica frecvent metoda prescurtatd de recoltare: se aruncd prima urind de dimineata, apoi se
recolteaza intr-un vas volumele de urina rezultate pe parcursul a 3 ore (intre orele 7-10 am.). La
mijlocul intervalului de timp se recolteaza o proba de sange pentru determinarea creatininei serice.
Se masoara volumul recoltat in cele 3 ore, se noteaza, se omogenizeaza si se trimite in laborator un
esantion de 10-15 ml.

1.34 LCR

Recoltarea lichidului cefalorahidian se realizeaza de catre medic, prin punctie lombara (sau din
alte regiuni ale coloanei vertebrale — este important sa se specifice pe biletul de trimitere regiunea
din care s-a recoltat), utilizand preferabil recipiente sterile (obligatoriu sterile, daca se solicita si
determinari bacteriologice) si anuntand telefonic laboratorul cu 30 minute in prealabil (int. 148
pentru teste bacteriologice, 149 pentru biochimie sau 131 pentru determindri intre orele 13,00-
08,00).

1.4  Transportul probelor biologice

14.1 Transportul probelor de sange

Timpul de transfer al probelor catre laborator poate fi:
e scurt, cand locul de recoltare/clinica este in acelasi loc cu laboratorul;
e mediu, cand locul de recoltare/clinica este in aceeasi localitate cu laboratorul, dar nu in
acelasi loc.
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Exista mai multe tipuri de transport al probelor, in functie de natura produsului si de stabilitatea
analitilor care trebuie testati:
- transport in conditii ambientale;
- transport la rece (probe refrigerate la 4-12 °C, prin pozitionarea in cutiile de transport
termoizolatoare a unor ,,baterii refrigerabile” care vor fi reincarcate zilnic);
Reguli generale:
- 1n cazul unui timp de transfer scurt sau mediu, toate probele de singe vor fi transportate
ambiental in containere/genti speciale (dacd nu existd recomandari specifice de refrigerare
a probelor);
- probele transportate ambiental trebuie protejate de temperaturi extreme, prin ambalarea in
materiale termoizolante (containere de polistiren);
- probele refrigerate trebuie plasate in apropierea ,bateriei refrigerabile” si nu direct pe
acestea;
- vor fi folosite dispozitive de monitorizare a temperaturii pe durata transportului.
Este foarte important ca separarea serului de pe cheag sa se faca rapid (in 10-15 minute dupa
recoltare), in cazul dozdrii PTH, [JCross-laps,Calcitoninei, hormonului de crestere (GH) si
factorului de crestere Insulin-like (IGF).
Foarte important este ca prepararea frotiului de singe venos sa fie facutd in maximum 3 ore de la
recoltarea sangelui.
De asemenea sangele recoltat pe citrat (pentru testele de coagulare) la pacientii care nu sunt
heparinizati este stabil timp de 8 ore la temperatura camerei pentru determinarea timpului de
protrombind, timpului de trombinda, APTT, proteinei C si factorului V al coaguldrii. Nu este
valabil insa pentru determinarea factorului VII si proteinei S care au o stabilitate mult mai redusa.
In cazul pacientilor heparinizati singele poate fi pastrat la temperatura camerei sau la frigider timp
de 4 ore din momentul recoltarii probelor. Daca acest lucru nu este posibil, plasmele se separa si
se stocheaza la -20°C.

1.4.2 Transportul probelor de urina

Pentru biochimia urinei si examenul microscopic al sedimentului urinar se recomanda ca urina sa
fie examinata in maximum 2 ore de la recoltare.

Cu cat urina este lasatd mai mult timp la temperatura camerei, cu atat devine mai putin valoroasa
pentru aceastd analiza.

Daca nu se poate asigura transportul la laborator in acest interval, urina trebuie sa fie pastrata la
frigider (4-8°C) sau tratatd cu anumiti conservanti sau fixatori (vezi tabel 1). Aceste misuri
impiedica sau incetinesc multiplicarea bacteriand pana in momentul efectuarii testelor.

Pentru determinarile urinare cantitative ale diversilor analifi urinari se recomanda ca probele sa fie
procesate imediat dupa ce au ajuns la laborator. Daca acest lucru nu este posibil, probele vor fi
pastrate la frigider (4-8°C), dupad ce in prealabil au fost addugati urmitorii stabilizatori: acid
clorhidric, pentru determinarile de calciu, magneziu, fosfor, acid vanilmandelic, metanefrine, si
hidroxid de sodiu, pentru determinarile de acid uric.

1.5 Triere primara si distribugie pe departamente/compartimente; criterii de respingere

Trierea primara se produce in cadrul dispeceratului, de catre dispeceri care verifica corespondenta
dintre Formularul de monitorizare a transportului probelor primare si probele aduse, precum si
integritatea recipientului, dacd s-a recoltat in recipientul corespunzator si in cantitate suficienta.
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1.5.1 Criterii de respingere a produselor patologice

Laboratorul isi rezerva dreptul de a refuza specimenele recoltate si etichetate impropriu.
Laboratorul admite cd existd situatii cand unele specimene sunt mai putin obisnuite, provin din
proceduri invazive sau nu au putut fi usor recoltate si in aceste cazuri se pot aplica exceptii de la
regulile stricte ale respingerii probelor. Exceptiile sunt aplicate in concordantd cu procedurile de
lucru in uz. In general, probele biologice impropriu recoltate nu sunt aruncate pand in momentul in
care unitatea sau persoana care a recoltat proba nu sunt anuntate.

1.5.1.1 Probe biologice neetichetate/fira set,-nume:

e 1in cazul probelor biologice obisnuite (sange, urina, materii fecale, sputa etc.) care nu pot fi
identificate se recomanda repetarea recoltarii;

e 1in cazul unor probe biologice mai putin obisnuite (lichide biologice, LCR, fragmente de
tesut etc.) se solicita persoanei care le-a recoltat sa se deplaseze la laborator, sa identifice
specimenul §i sd semneze o notd prin care isi asumd responsabilitatea identificarii
specimenulut;

e dacad persoana responsabila de recoltarea specimenului nu este disponibila sa identifice
proba, o persoana desemnata de medicul specialist o va inlocui in aceasta procedura.

1.5.1.2 Probe biologice incorect etichetate:

e pentru probele care sunt etichetate cu numele/initialele gresite ale pacientului, comparativ
Cu ceea ce este scris pe formularul care insoteste proba se aplica aceeasi reguld ca mai sus;

e pentru probele care au numele scris gresit, dar numarul/codul pacientului este corect,
trimitatorul va efectua o nota de clarificare a greselii aparute.

1.6 Prelucrarea primara

Sangele pacientului, recoltat intr-un tub fara substante anticoagulante, cu sau fara gel separator,
este lasat sa sedimenteze/sa coaguleze, dupa care va fi centrifugat si se separa serul, care contine
toti componentii serici, mai putin fibrinogenul.

Plasma este obtinutd din sangele recoltat intr-un tub cu anticoagulant si apoi centrifugat.
Anticoagulantul inhiba formarea coagulului. Plasma contine toate tipurile de proteine.

Prin centrifugare se pot separa atat plasma, cat si ser (vezi fig.3.). Diferenta dintre plasma si ser
este ca plasma retine fibrinogenul, care este inlaturat din ser.
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SANGE
INTEGRAL
Anticoagulant Fara anticoagulant
A\ 4 A
Centrifugare Stocati 30 minute la temperatura
imediata camerei si daca este posibil la intuneric
\ 4
Centrifugati
\ 4 A 4
PLASMA SER

Fig.3. Obtinerea plasmei si serului prin centrifugare

Pentru anumiti analiti exista diferente semnificative intre rezultatele obtinute la testarea din ser si
cea din plasma: potasiu, magneziu, fosfor, proteine totale, lactat etc.
Diferentele dintre valorile obtinute din ser si din plasma se datoreaza unor factori ca:

e analitul poate fi consumat in timpul procesului de coagulare: fibrinogen, trombocite,

glucoza;

e analitul poate fi eliberat din celule in timpul coagularii: potasiu, LDH, fosfor, lactat;
e anticoagulantul poate interfera cu metoda de determinare in cazul GGT, Li

Tabelul 4. Avantajele/dezavantajele determinirii in Plasma vs Ser

Plasma versus Ser

Avantaje

Procesare accelerata: etapa formarii coagulului este eliminatd; timpul de
centrifugare se poate scurta prin cresterea vitezei de rotatie.

Cantitate mai mare: dintr- proba de sange se obtine aprox. 15-20% mai multa
plasma decat ser.

Lipsa interferentelor legate de coagularea post-centrifugare: in ser se mai pot
produce coaguli dupa o centrifugare precoce; acest lucru nu apare niciodata in
plasma.

Rezultatele obtinute la testarea analitilor din plasma exprima mai fidel statusul
in vivo al pacientului comparativ cu cele din ser.

Risc mai mic de aparitie in plasma a hemolizei si trombocitolizei decat in ser.

Dezavantaje

Electroforeza proteinelor este alterata in plasma de prezenta fibrinogenului
(pseudo-peak in regiunea -y, ce poate mima un component M).
Anticoagulantul poate interfera cu metoda de determinare.

Interferentd cationica: cand se foloseste plasma heparinizata, litiul sau amoniul
din anticoagulant pot interfera cu metodele de determinare a acestora.
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Faza pre-centrifugare

Serul sau plasma trebuie separate fizic de celulele sanguine cat mai repede posibil, pentru a nu
exista riscul producerii unor rezultate eronate; se recomanda astfel o limitd maxima de 2 ore din
momentul recoltarii probei.

Un contact mai redus cu celulele sanguine (<2 ore) este recomandat pentru potasiu, glucoza,
ACTH, cortizol, catecolamine, acid lactic si homocisteina.

Refrigerarea probelor de sange inhibda metabolismul celulelor sanguine si stabilizeazd anumiti
constituenti termolabili. Nu se recomanda ca probele de sdnge integral sa fie refrigerate decat daca
existd recomandari specifice in acest sens. Astfel, este contraindicata refrigerarea in cazul probelor
pentru determinarea potasiului, deoarece temperatura scazuta inhiba glicoliza si favorizeaza
eliberarea potasiului din celule, obtindndu-se astfel rezultate fals crescute. Pe de alta parte, probele
din care se vor testa ACTH, PTH, acid lactic, catecolamine $i gastrina vor fi racite prin plasarea
intr-un recipient ce contine un amestec de apa cu gheata.

Centrifugarea

Centrifugarea probei in vederea obtinerii serului trebuie efectuatd numai dupa ce se constata ca
sangele a coagulat complet. In mod normal coagularea se produce dupa cca. 30 minute, insi in
cazul pacientilor care primesc tratament anticoagulant sau prezinta defecte de coagulare aceasta se
produce cu intarziere.

Centrifugarea probelor pentru obtinerea de ser sau plasma se efectueaza in general la 3000 g timp
de 5 minute. Pentru obtinerea unei plasme deplachetate este nevoie ca proba sa fie centrifugata
timp de 15-30 minute la 2000-3000 g.

Dupa separarea serului sau plasmei, probele nu vor mai fi recentrifugate (pentru a obtine un volum
suplimentar de proba); de asemenea este contraindicatd recentrifugarea in cazul probelor recoltate
in vacutainere cu gel separator.

Transferul probelor in tuburi secundare trebuie efectuat cu mare atentie, pentru a evita contactul cu
un material potential infectant.

In cazul tuburilor cu gel se va verifica obligatoriu integritatea acestuia la sfarsitul centrifugirii.

1.6.1 Criterii de respingere a produselor patologice la prelucrarea primara

1.6.1.1 Probe recoltate in recipiente improprii sau avand conservanti neadecvati:

In cazul probelor recoltate in recipiente improprii sau fira conservantii adecvati, care pot invalida
rezultatele, se va solicita repetarea recoltarii. Sectia sau locul de unde s-au recoltat va fi anuntata
cat se poate de repede de catre dispeceratul laboratorului, pacientul va fi contactat si chemat
pentru o noua recoltare a specimenului.

1.6.1.2 Cantitate insuficienta a probei:

Daca va fi primita o cantitate insuficientd de proba biologica (urind, materii fecale, singe etc.), se
va solicita repetarea recoltarii, avandu-se grija sa fie respectate regulile de recoltare cu volumul
necesar de probd. Dacd specimenul nu este usor de recoltat (LCR, fluide etc,) medicul care a
recoltat proba va fi contactat si se va stabili impreuna cu acesta un mod corect de solicitare a
parametrilor ce urmeaza a fi testati.

1.6.1.3 Specimen neadecvat recoltat:

Probele primite care nu sunt adecvate testarii de rigoare (ex.: urina pentru testele de singe etc.) vor
fi respinse. Sectia sau locul de unde s-a recoltat proba va fi anuntata si se cere sd fie recoltata o
proba adecvata.
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1.6.1.4 Specimen transportat/stocat inadecvat:
e in cazul in care durata transportului probei la laborator a depasit intervalul de timp admis
pentru a obtine rezultate valide, aceasta va fi respinsa;
e vor fi respinse de asemenea probele care necesita refrigerare si au fost transportate la
temperatura camerei, precum si probele care trebuie congelate si au ajuns la laborator
decongelate.

1.6.1.5 Probe hemolizate:

Anumite teste sunt invalidate in prezenta hemolizei in vitro.

Daca serul este intens hemolizat (vezi PO-XX), se va lua legatura cu medicul trimitator/pacientul
si se va solicita repetarea recoltarii.

Informarea medicului trimitator, mai ales in cazul pacientilor spitalizati, este obligatorie pentru a
exclude cazurile rare de hemoliza in vivo, la care respingerea probei poate constitui o dovada de
malpraxis.

1.7 Stocarea probelor

Dupa incheierea procesului analitic, o parte din probe vor fi pastrate o anumita perioadd de timp
(vezi tabel 5), in conditii bine stabilite, astfel incat sa permita confirmarea rezultatelor, verificarea
identitatii probelor sau efectuarea unor teste suplimentare.

Requli generale:

- procedura de stocare a probelor trebuie sa tina cont de stabilitatea analitilor;

- 1n congelatoare probele sunt pastrate de obicei in tuburi secundare; este posibild arhivarea
si in tuburile primare care confin gel, daca producatorul specifica acest lucru;

- se va evita pe cat posibil stocarea sangelui integral; oricum sangele integral destinat
obtinerii serului/plasmei nu trebuie pastrat in frigider;

- intervalul de pastrare a probelor este cu atdt mai mare cu cat temperatura de arhivare este
mai scazutd (exceptii; probele pentru electroforeza lipoproteinelor si determinarea de
apolipoproteine A1l si B nu trebuie pastrate la congelator);

- dupa decongelare proba trebuie omogenizata prin miscari de inversiune a tubului, fard a se
produce spuma;

- evitati decongelarea-recongelarea.

Probele de plasmad destinate determinarii Incarcaturii virale B si C, precum si probele de
toxicologie (metale) sunt consumate de obicei aproape integral in procesul analitic, de aceea nu
vor mai putea fi disponibile pentru retestari (se va solicita repetarea recoltdrii).

Tabelul 5. Proceduri de arhivare a probelor

Probe pentru: Tipul Perioada Temperatura
probei arhivarii
Hematologie Sange pe 24 ore 19-23°C
EDTA
Biochimie si imunochimie (exceptie fac probele Ser 1 saptamana 2-4°C
mentionate mai sus)
Determinare hormoni si markeri tumorali Ser 2 saptamani -20°C
Screening prenatal TORCH, serologie sifilis la Ser 1 luna -20°C
care s-au obtinut rezultate pozitive
Alergologie si boli autoimune Ser 2 saptamani -20°C
Incarcatura viralda HIV plasma indefinit -70°C
Determinari speciale — studii, tulpini de control, | Plasma, ser, Pani la -70°C
materiale de referinta si control liofilizate utilizare
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Coagulare Plasma 8 ore 19-23°C
Examen de urina Urina 5 ore 19-23°C
Examen biochimic al LCR LCR 24 ore 2-4°C

2 Factori care afecteaza rezultatul in faza de recoltare a lichidelor biologice

Recomandare: Pentru a evita interpretarea eronati a rezultatelor analizelor de laborator,
procedura standard de recoltare a probele de singe prevede 10-12 ore de repaus alimentar,
lipsa activitatii fizice prealabile i pozitia sezdnd.

2.1 Ingerarea de alimente inainte de recoltare duce la valori crescute:

cu pana la 50% ale trigliceridelor;

pana la 15-20% ale glicemiei, transaminazelor, bilirubinei, fosfatilor anorganici;

pana la 10% ale potasiului;

cu pana la 5% ale aminoacizilor, proteinelor, ureei, acidului uric, sodiului, calciului, fierului,
colesterolului (variatiile mai mici de 5 % pot fi considerate neglijabile, fiind irelevante clinic!)

2.2 Infometarea

e De scurtd duratd — pana la 48 de ore — duce la scaderi usoare ale prealbuminei, proteinei
transportoare a retinolului si cresteri usoare ale corpilor cetonici.

e De durata medie — dupa 48 ore — duce la cresteri insemnate ale corpilor cetonici, lactatului,
piruvatului si acizilor grasi liberi (acidoza metabolica).

e De lungd durata — saptamani — duce la scaderea semnificativd a: g-GT, trigliceridelor,
colesterolului, GPT, ureei, glucozei si cresterea semnificativa a: GOT, creatininei, acidului
uric.

2.3 Ingestia de alcool

2.3.1 Ingestia acuta de alcool (2-12 ore inainte de recoltare)

e duce la cresteri ale trigliceridelor i YGT (pana la +50%), a aldosteronului (pana la +150%)
e duce la scaderi ale colesterolului (-10-20%), ADH, Cortizol, Prolactinei (-40-50%)

2.3.2 Ingestia cronica de alcool

e duce la cresteri ale activitatii yGT (+1000%), GOT (+200-300%), trigliceridelor, GPT,
estradiol, cortizol (+50%), volumului corpuscular mediu (MCV) si colesterolului (+10%)
e duce la scaderi ale LDL-C (-20%) si acidului vanil mandelic (-15%)

2.4 Trecerea din clino- in ortostatism duce la cresteri:

e de pand la 15% ale parametrilor corpusculari - hematii, hemoglobind, hematocrit
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e de pana la 10% ale substantelor macromoleculare - proteine, lipoproteine, enzime

e de pana la 5% ale leucocitelor, calciului total, imunoglobulinelor

Efectul poate fi mai accentuat la pacientii cu tendinta de a face edeme (ciroza hepatica,
insuficienta cardiaca).

2.5 Aplicarea prelungita a garoului inainte de recoltarea sdngelui

e Duce la cresteri cu mai mult de 5% ale concentratiei: proteinelor, enzimelor, lipidelor,
parametrilor corpusculari

e Duce la scaderi cu pana la 5% ale parametrilor cu greutate molecularda mica, nefixati pe
transportori: potasiul, clorul, creatinina, ureea, glucoza, fosfatii anorganici si cu mai mult de
10% ale timpilor de coagulare

2.6 Activitatea fizica

Activitatea fizica intensa inaintea recoltarii poate duce la cresteri ale transaminazelor, CPK, ureei,
glucozei.

2.7 Variagii diurne semnificative se pot observa la determinarile:

e hormonale — catecolamine, corticosteroizi, prolactina, aldosteronul, testosteronul, T4 (prezinta
nivele maxime in general dimineata — orele 4,00-9,00 a.m.), in timp ce TSH si hormonul
somatotrop prezintd concentratia maxima in timpul somnului (intre orele 21,00 — 2,00)

e clectrolitilor urinari — concentratia sodiului urinar este cu 20-40% mai mica dupa masa decat
dimineata

o fierului seric — intre orele 14,00-18,00 concentratia este cu 50-70% mai mare decat dimineata

e eozinofilele — intre orele 18,00-20,00 sunt cu 30-40% mai scazute decat dimineata

2.8 Recoltari de pe catetere

e serecomandd a nu se recolta de pe catetere de perfuzie, preferandu-se bratul opus

e cste preferabil sa treaca cel putin 1 ora dupa terminarea perfuziei si pana la recoltarea de singe

e dacd nu se poate punctiona o altd vena, recoltdrile de pe cateter se vor face cu aruncarea
primilor 5 ml de sange si abia apoi umplerea tuburilor de recoltare

e pentru testele influentate de heparina (APTT, timp de trombind), inainte de recoltarea de pe
catetere heparinizate in tubul cu citrat, se recomandd sa se recolteze mai Intdi pentru alte
determinari (biochimie, hematologie)

e serecomandd de asemenea sa nu se recolteze sange care a “stationat

9 A

1n cateter

2.9 Fumatul

2.9.1 In dimineata recoltirii

Duce la cresteri ale concentratiei multor hormoni (adrenalind, aldosteron, cortizol), acizilor grasi
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2.9.2 Cronic

e Duce la cresteri ale carboxihemoglobinei, antigenului carcinoembrionar (CEA+50%),
leucocitelor (+30-40%), fibrinogenului (+15-20%)
e Duce la scaderi ale prolactinei, carotenoizilor (-20%), HDL-C (-10-15%)

2.10 Interferenfe medicamentoase
Medicamentele pot exercita atit efecte in vivo (influente biologice), cit si in vitro (interferente

fizico-chimice). In tabelul 6 de mai jos sunt exemplificate citeva din principalele tipuri de
interferenfe medicamentoase:

Tabelul 6. Influenta diverselor medicamente asupra unor parametri de laborator

Categorie Mecanism Exemplu de Exemplu de analit
medicament modificat
Influenta biologica in | Inductie enzimatica fenitoin T GGT
Vvivo Inhibitie enzimatica in allopurinol | acid uric
ficat
Inhibitie enzimatica in ciclofosfamida | colinesteraza
plasma
Cresterea proteinelor de contraceptive orale 1 cupru plasmatic
legare
Competitie cu procesul de novobiocin 1 bilirubina indirecta
glucuronidare
Efect antivitaminic warfarind | proteina C
Citotoxicitate cisplatin 1 creatinina
Interferente fizico- Interferenta cu reactia teofilina | bilirubina
chimice in vitro diazo
Interferenta optica prin rifampicina 1 bilirubina
culoarea galbena
Interferenta cu metoda metronidazol | glucoza
hexokinazei

2.11 Aspecte particulare legate de tehnica de recoltare

2.11.1 Parametrii biochimici pot fi influentati de:

o tipul de anticoagulant folosit - in determinarea glicemiei trebuie sa se aiba in vedere ca fara un
inhibitor al glicolizei (fluorura de Na, Iodoacetat), rata acesteia este de 7% pe ora — la
determinarile glicemiei In ser, este important ca analiza sa se efectueze in prima ord dupa
recoltarea probei

e determinarea din ser sau plasma influenteaza rezultatele anumitor parametri - potasiul, fosforul
anorganic, LDH, fibrinogenul

e in caz de trombocitoza (>800.000/ul) se recomanda ca determinarea potasiului si se faca in
plasma (sdnge heparinizat) si nu in ser
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e pentru anumiti parametri testati in urina de 24 ore, este nevoie de adaugarea unor conservanti /
unui anumit pH (catecolaminele sau produsii lor de metabolism, B2 microglobulina -
alcalinizare), sau necesita incalzirea urinei (si acidifiere — in cazul determinarii Ca)

e pentru determindrile corpusculare in LCR, se recomandd evitarea recoltarii pe EDTA si
recoltarea/transportul LCR in recipiente inchise

2.11.2 Parametrii hematologici pot fi influentati de:

e tipul de anticoagulant folosit: pentru determinari corpusculare se recomandd EDTA K3, alti
anticoagulanti - oxalatii, citratul, etc - influentdnd forma, volumul, adezivitatea, dispunerea pe
frotiu a elementelor figurate.

e cste preferabil ca frotiurile de sange sa se efectueze din sange capilar.

2.11.3 Testele de coagulare pot fi influentate de:

e timpul de aplicare al garoului s nu depaseasca 1 minut; garoul trebuie scos inainte de intrarea
sangelui in vacutainer

e daca se recolteaza mai multe tuburi, cel cu citrat va fi recoltat al doilea

e pentru recoltare se vor folosi ace 19-21 G pentru adulti si 22-23 G pentru copii

e tipul de anticoagulant folosit si proportia cu sangele — se recomanda citratul de sodiu 3,8%
(0,109 mM/1) in proportie stricta 1:9 cu sangele recoltat; oxalatul sau EDTA determind o mai
rapida inactivare a factorilor labili (V si VIII) ai coagularii

e seva evita formarea spumei la recoltare (agitarea tuburilor se va face delicat)

e rezultatele din probe hemolizate, icterice sau lipemice vor fi compromise (se recomanda
repetarea recoltarii)

3 Factori care afecteaza rezultatul in faza de transport si stocare a materialelor

biologice

Recomandam trimiterea probelor biologice in laborator pe mdasura ce sunt recoltate (in grupuri
de 10-20 tuburi) si a nu se colecta pe sectii pina la terminarea tuturor recoltirilor. Prelucrarea
serului trebuie sd se facd in maximum 1 ord de la recoltare, pentru rezultate cdt mai corecte.

Se recomanda centrifugarea in decurs de maximum 1 ord a probelor pentru determinarile din ser
sau plasma, Insa nu inainte de 30 minute de la recoltare (pentru a preveni hemoliza si formarea
tardiva a cheagului de fibrina in supernatant — fenomen care CONDUCE LA ERORI DE
PIPETARE SI LA BLOCAREA SISTEMELOR DE ASPIRARE ALE ANALIZOARELOR).
Utilizarea unor tuburi cu gel de separare a serului de elementele figurate antrenate in cheag (mult
mai costisitoare 1nsd), previne eliberarea in ser a unor constituenti ai elementelor figurate.

3.1 Factori care influengeaza parametrii biochimici-imunologici

e cu exceptia fosfatazei acide, amoniacului, gazelor sanguine si lactatului, restul parametrilor de
tip substrat sunt stabili in serul separat de pe cheag, 1 zi la temperatura camerei (la 4°C
enzimele) si pand la 4 zile la 4°C (activitatea enzimelor scade cu 5-10%/zi); pentru o mai lunga

pag. 18/54
LAMC-PT-07/A4, Ed4



Spitalul Clinic de Urgenta Tg.Mureg

Laborator de Analize Medicale Central - MANUALUL RECOLTARII

conservare se recomandi congelarea la —20°C in recipiente inchise (cu exceptia enzimelor, a
caror activitate se reduce cu 5-10%/zi de stocare).

e pentru determinarea glicemiei, se recomanda ca probele recoltate fara anticoagulanti specifici
(fluorura, iodoacetat), sa fie centrifugate si serul separat in decurs de 30 minute de la recoltare;
probele recoltate pe anticoagulantii amintiti, pot fi stocate la 4°C, in recipiente inchise, pani la
7 zile.

e sedimentul urinar se recomanda a fi analizat in maximum 2-3 ore de la recoltarea urinei;
refrigerarea nu este recomandata, deoarece duce la precipitarea sarurilor.

o elementele celulare din LCR trebuie analizate pe parcursul a 1 orad de la recoltare.

e gazele sanguine trebuie determinate imediat (daca nu este posibil, se recomanda ca probele sa
fie colectate in recipiente de sticla si plasate la gheata, pana la 2 ore de la recoltare).

e separarea serului de pe cheag sa se faca rapid (in 10-15 minute dupa recoltare), in cazul dozarii
PTH, BCross-laps, Calcitoninei, hormonului de crestere (GH) si factorului de crestere Insulin-
like (IGF).

3.2 Factori care influengeaza parametrii hematologici

e 1n recipiente inchise, componentii celulari si hemoglobina sunt stabile 1 zi, tuburile fiind
pastrate la temperatura camerei, in pozitie orizontala.
e serecomanda prepararea frotiurilor in decurs de 3 ore de la recoltarea sangelui.

3.3 Factori care influengeaza parametrii hemostazei

e determindrile trebuie facute cat mai repede posibil (dacd nu este posibil, se recomanda stocarea
plasmei sirace in plachete imediat la —20°C).

e plasma pentru determinarea timpilor Quick (PT), de trombina si a APTT, poate fi stocata 4 ore
la temperatura camerei sau mai corect in frigider (la 4°C); determindrile mai tardive de 4 ore
conduc la scurtarea valorilor PT sau APTT.

e pentru determinarea proteinei S si a factorilor V si VIII, plasma poate fi stocatd maximum 4
ore.

e pentru determindri de AT III, fibrinogen si proteind C, plasma poate fi stocata 7 zile (la 4°C).

e obfinerea corectd a tipurilor de plasma:

» bogata in plachete — centrifugare 5 minute la 150-200 g
» saraca in plachete — centrifugare 10 minute la 1000-2000 g
» lipsita de plachete — centrifugare 15-30 minute la 2000-3000 g

3.4 Stocarea (vezi tabelul 5)

e Probele de ser pentru determindri biochimice de rutind se pastreaza 24 de ore la 4°C.

e Probele de sange integral se pastreaza 24 de ore la temperatura camerei, in pozitie orizontala.

e Probele de urind se pastreaza 24 de ore la 4°C (obligatoriu cu aditivi).

e Testele speciale (imunologice, hormonale, markeri virali, boli autoimune, tumorali) se
efectueazi in medie 1-2 ori / siptimana, serurile fiind congelate la -20°C — se recomandi
programarea testelor, pentru a se putea face determinarea din ser proaspat.
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4 Factori care afecteaza rezultatul in faza de analiza propriu-zisa

4.1 Hemoliza

e determinarea LDH, potasiului, GOT si a CPK sunt influentate ( T ) chiar si de o hemoliza
usoard; concentratia potasiului creste dupa 1 ora de la recoltare, chiar fara hemoliza

e hemoliza scade concentratia fosfatazei alcaline, amilazei si yGT.

e hemoliza masivd (>5g/l) influenteaza toate determindrile enzimatice, microelementele,
hormonii, markerii tumorali si serologici virali

11! Absenta culorii rosii a serului nu inseamnd lipsa hemolizei. In momentul in care serul apare

hemolizat cu ochiul liber, nivelul hemolizei este cel putin 300mg/l.

4.2 Hiperbilirubinemia

e influenteaza determinarea acidului uric (daca Bi > 5 mg%), a trigliceridelor (daca Bi > 10
mg%), a creatininei (daca Bi > 25 mg%)

e 1n determinarea creatininei, interferenta poate fi preintimpinata prin determinarea in filtratul
rezultat in urma centrifugarii serului printr-o hartie speciala de filtru

4.3 Lipemia

e serurile lactescente interfera cu toate determinarile fotometrice (enzime, substrate, elemente
minerale, proteine speciale - teste turbidimetrice) si testele de coagulare. Substantele hidrofile
(electroliti, substrate) vor apare in concentratii fals crescute, datorita efectului hidrofob al

lipidelor (“inlocuitor” de apa).

5 Influenga unor factori biologici asupra rezultatelor

5.1 Varsta
Cele mai insemnate modificari fiziologice legate de varsta, le prezinta:

5.1.1 La nou-nascut

Hemoglobina, bilirubina si acidul uric (fig.4): concentratia Hb, este mult mai mare la nou-nascut
decat la adult; in zilele imediat urmatoare nasterii hemoliza fiziologica (asociatd imaturitdtii
functiei de glucuronoconjugare hepatica) duce la cresteri insemnate ale bilirubinei; concentratia
acidului uric la nastere este similard cu a adultului, descrescand semnificativ dupa ziua a 2-a.
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5.1.2 in copilirie / adolescenti

Modificari semnificative ale fosfatazei alcaline (fig.4) si imunoglobulinelor (fig.5 si tabelul 7):
activitatea fosfatazei alcaline serice in copilarie/adolescentd, oglindeste activitatea osteoblastilor
(spre deosebire de adult, unde predomind izoenzima secretatd de epiteliile canaliculelor biliare),
fiind ceva mai scazuta la sexul feminin.
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Figura 4. Parametrii de laborator influentati de varsta
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5.1.3 Laadult

Concentratia colesterolului total si a fractiunii din LDL creste cu varsta (fig.4)
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5.2 Sexul

In afara hormonilor sexuali, existd o serie de parametri de laborator (in special aceia care
depind de masa musculard), care diferd la cele doud sexe. Figura 6 reda cativa dintre acesti
parametri, considerand “1” domeniul fiziologic la femeie, iar variatia la barbati fiind exprimata

ca s1 indice de multiplicare.

Tabelul 7. Valorile normale ale imunoglobulinelor la copii, pe grupe de varsta

Varsta 19G (g/ 1) IgA(g/ ) IgM(g/ 1) Ig totale
nou nascut 8,31-12,31 0,00-0,04 0,06-0,16 8,43-10,45
1-3 luni 3,10-5,50 0,08-0,44 0,19-0,41 3,54-6,08
4-6 luni 2,41-6,13 0,10-0,46 0,26-0,60 2,94-7,02
7-12 luni 4,42-8,80 0,19-0,55 0,31-0,97 5,10-9,94
13-24 luni 5,53-9,71 0,26-0,74 0,42-0,74 6,12-11,20
25-35 luni 7,09-10,75 0,34-1,08 0,42-0,80 8,19-12,29
3-5 ani 6,41-12,17 0,66-1,20 0,48-0,74 8,33-13,23
6-8 ani 6,67-11,79 0,79-1,69 0,40-0,90 8,19-14,05
9-11 ani 8,89-13,59 0,71-1,91 0,44-1,12 10,80-15,88
12-16 ani 8,22-10,70 0,85-2,11 0,39-0,79 9,84-13,22
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Fig 6. Diferente fiziologice legate de sex ale unor parametri de laborator (cifra “1”

reprezinta domeniul fiziologic la femei, variatiile in jurul acestei cifre reprezentind
situatia parametrului la barbati)
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5.3 Sarcina

Interpretarea rezultatelor de laborator la femeia gravida trebuie sa {ind cont de varsta sarcinii:

Tabele 8 si 9 redau unele dintre diferente.

Tabel 8. Mecanisme care modifici unii parametri

lasmatici la femeia gravida

Nr | Mecanism Teste modificate
1 Inductie Fosfataza alcalina, Factorul VII al
coagularii

2 Cresterea concentratiei  plasmatice a | Lipide, tiroxina, ceruloplasmina, cuprul
proteinelor transportori

3 Hemodilutie Proteine totale, albumina

4 Cresterea  masei  corporale si  a | Clearance-ul de creatinina
metabolismului

5 Deficienta  relativa  prin  cresterea | Fe, Feritina
necesarului

6 Cresterea proteinelor de faza acuta VSH

Tabel 9. Modificarile parametrilor de laborator in cursul sarcinii normale

Denumire analiza Trimestrul | Trimestrul 11 Trimestrul 111
Sodiu (6] (%) %)
Potasiu ! ! !
Calciu ! ! !
Magneziu ! ! 1
Clor %] %] (4]
Creatinina L Ll L
Uree I 3 i
Acid uric 1 ! (AN
Bilirubina Ll L 1l
Glucoza (a jeun) L L 1
Glucoza (postprandial) 1 1 1
Proteine totale ! L L
Albumina ! L L
19G s W Wi
IgM W s I
Fosfataza alcalina ! ™ "1
ALT ! ! (0]
AST ! ! (4]
Amilaza 1 1 ™"
GGT ] 1 !
LDH l 0 1
Colesterol 0 1 11
HDL -colesterol ™" ™ ™"
Trigliceride 11 111 111
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Sideremie %) ! !

CTLF 1 M1 [N
Feritina W Wl Wi
Hemoglobina ! VI VI
Hematocrit ! N VI
VEM %] %] %)

Numar eritrocite l N N
Leucocite " m 1
Limfocite %) 0 %)

Monocite m 11 1
Neutrofile 1 7111 111

Modificari comparativ cu femeile sanatoase negravide.
<2%-0; 2-10%-|,1; 11-30%-]],11; 31-100%-]],111; >100%-]{[].1111

5.4 Ciclul menstrual

in timpul ciclului menstrual FSH, LH, estradiol si progesteron prezintd variatie ciclici. Fe si
fosforul scad la menstruatie iar colesterolul scade la ovulatie.

5.5 Interventii chirurgicale

In faza postoperatorie imediata creste valorile de VSH, CRP, fibrinogen, uree, nr. leucocite si
scade albumina si colesterolul.

6 Recoltarea produselor biologice in vederea examenului bacteriologic

6.1 Solicitarea analizelor

Se face conform unor protocoale de evaluare ale diverselor grupe de patologie, emis de
conducerea fiecarei clinic/sectii.

Cine solicita analiza?

Solicitarile se fac de catre medicii curanti.

6.1.1 Programul de functionare a compartimentului de microbiologie din cadrul
Laboratorului de Analize Medicale

Luni — simbata: orele 7,30 — 14,30
Primirea probelor:
- secretii faringiene recoltate pe mediu de transport pana la ora 12
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- produse prelevate pe medii de transport sau produse refrigerate (+2-8°C): pana la ora
13,30
- probe de urina: dimineata pana la ora 9 - in cazuri justificate (urgente, pacienti
cateterizati) se accepta urina recoltata in timpul zilei, numai daca durata transportului nu
depaseste 1 ora sau daca se transporta refrigerat (+2-8°C)
- produse recoltate pe tampoane fard mediu de transport, nerefrigerate: se prelucreaza
doar 1n cazul in care transportul nu depaseste 1 ora
- trimiterea lichidului cefalo-rahidian, pleural, ascitic, pericardic, secretii genitale se
anuntd laboratorului cu cel putin o jumatate de orad inainte de punctie (recoltare) pentru
pregatirea mediilor de cultura
Urmatoarele produse care nu ajung pana la 13,30, vor fi trimise la Laboratorul de Urgenta:
- lichid cefalo-rahidian, ascitic, pleural, pericardic,
- puroi,
- aspiratie gastrica la nou-nascufi,
- secretil genitale femei
6.1.1.1 Cum se solicita analizele de laborator?

In cazul sectiilor/clinicilor/cabinetelor interne solicitarea examinarilor paraclinice de
microbiologie se face electronic, prin emiterea setului de analize in Sistemul Informatic al
Laboratorului (Programul Hospital Manager) si completarea cererii de analiza microbiologica.
In cazul sectiilor/clinicilor externe solicitarea se face prin completarea cererii de analiza
microbiologica.

Cererea va fi completata obligatoriu cu datele cerute pe aceasta, si anume datele de identificare
ale pacientului, datele demografice, diagnosticul de baza si de infectie, data si ora recoltarii
probei si persoana care este responsabila de recoltare/instruire pacient. Se bifeaza felul probei,
examenul solicitat si se completeaza datele clinice despre pacient. Se mentioneaza in scris (la
observatii) toate acele date complementare care sunt considerate necesare de catre medicul
curant si care ar putea ajuta la interpretarea corecta a rezultatului (figura 1).

Recipientele se eticheteaza cu numarul de set si felul produsului patologic. Numarul setului se
inscriptioneaza si pe cererea de analiza.

Sectiile exterioare vor inscriptiona pe recoltor numele pacientului si felul produsului.

6.1.1.2 Cine anunta/pregateste pacientul pentru recoltarea probei?

Asistenta de salon/ambulator anunta bolnavul asupra:
- momentului/locului recoltarii
- dietei precedente
- tratamentului medicamentos care influenteaza rezultatul
- toaletei premergatoare anumitor recoltari
6.1.1.3 Cine face recoltarea?

Asistenta medicala: secretia faringiana, puroi, secretii din leziuni superficiale sau eliminate prin
tub de dren, sange pentru hemocultura, urina recoltata prin cateter permanent

Medicul curant: lichide sterile in mod normal (exceptie sange), probe intraoperatorii, urina prin
cateter nou introdus

Bolnavul (dupa instruire corespunzatoare): urina emisa spontan, materii fecale

in laboratorul de microbiologie nu se fac recoltari.
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Spitalul Chime Judogean do Urgengs Murog
Laboratorul de amalize medicale - Microbiologie, 2121117148

CERERE DE ANALIZA MICROBIOLOGICA*

Clinica, salonul Telefon {(mterior) Nr. fon de obscrvatic Data mtermarm
ONP Numele Prenumele Virsta
Domiciliul  Urban Rural  Isternat din  jud Mwres  alt judel  Internare de o zii Ambulator de specialitute
Diagnestic de bail
Dy, peatru care s
Dats recoltarii ora asistenta (sume § presume) ©
PRODUSUL DE EXAMINAT
Respirator Urind obfinuta: Alte produse Depistarc portaj:
exsudat fanngan dm jetul miglocia LCR secretic camerd nazald ant
eéxsudat nazofanngian prin punctie suprapubians singe pt hemoculurs | (S awevus)
sputd  lavaj brongc Prin cateier penmanemt exudate, transudate secretic fanngiand
uspatic brongca prin cateter nou imtrodes muteni fecale maten fecale {Salmonclla,
Pured. Secretli genltale caseter Shigella spp-)
furmmcul  egcmes continut vagunal canudn 1¢ vaginald I gravide
ahces  wlcer gamhbd secretie canal ceracal secretie conjunctivals | [Streprococcus agalectiae)
arsiwi plagh chir  olic secrefic urctraliprostancd secretie mumant
EXAMENE SOLICITATE
1. Examen microscopic 2 Culuvare: permeni acrobi . anacrobi  _ fungi 3. Examen parazitologic

4. Ansigene, 1oxine {se denumesc):

DATE DESPRE BOLNAV, TRATAMENTE UTILIZATE:

Antibiatic  Nu Da (substanta activi ¢f data oltimel administran):

Antiseptic local: Nu Da  Imunesupresive:  Nu Da Diuretic (la uroculun):  Nu Da
Alergie la antibioticele:
Rezuliatul analizel bacteriologice anterioare » aceluingi pp
Uroculturi: sediment urink {lcucocdite) s tologic

- w

Medicul solicitant: Nume Prenume

(semmitura §1 parala - cod)

Se completeazi in laborator:

Data y ora receplionarii probei: Motivele de respingere ale produsalui:

oIp fras pranrd produs nosdentificabil  scars bilet wphctal Spruncd port madosvist
Rezultatul analizei microbiologice:
Examen microscopic: Cultivane:

Antiblograma atagesd  Interpretarc:

Data SemmEtura & parafa mediculu de sboeator

*Pentru fiecare produs recoltat sc completeazi cerere scparata, cu majuscule! Recipicntcle se marcheaz cu numcie
paciestulul, felul produsuini! Cercrea se Lransporia separat de recipiente?

Figura 1. Cererea de analiza microbiologica
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6.1.1.4 Recipiente utilizate pentru recoltarea probelor

Se utilizeaza recipiente sterile, lipsite de urme de substante antibacteriene, de unica folosinta cu
capac Insurubabil (exceptie tampoanele faringiene).

Tabel 1. Tipuri de recipiente pentru recoltare si/sau transport

Recoltor Mediu de | Proba biologica Aplicatii
transport
Tampon cu tub | Da  (Stuart, | Secretie faringiana, secretii din leziuni | Cultivare
(unica folosinta) | Amies) superficiale
Tampon cu tub | Da  (Stuart, | Secretii genitale, conjunctivale Cultivare
(unica folosinta) | Amies, +
carbune)
Tampon cu tub | Fara Secretie faringiana, secretii din leziuni | Cultivare
(unica folosinta) superficiale — durata de trensport sub 1 ora
Tampon Cu sau fara Secretia nazofaringiana, secretie uretrala Cultivare
nazofaringian
cu tija subtire
sau  flexibila,
inserat in tub
Urorecoltor Fara Urina si alte produse lichide (aspirate), puroi, | Cultivare,
steril varfuri  de  cateter, sputa, aspirate | examen
traheale/bronsice, probe intraoperatorii microscopic
Tub de | Fara LCR si alte produse lichide (aspirate) Cultivare,
centrifuga examen
Falcone steril microscopic

6.2 Lista examinarilor efectuate in Laboratorul de Microbiologie

6.2.1

Examen microscopic:

- sputa, spalatura bronsica, aspirat bronsic

- lichid cefalorahidian, pleural, ascitic, pericardic, articular

- secretie vaginald, col uterin, secretie prostaticd, uretrala, sperma

- materii fecale (prezenta leucocite)

- puroi

- suc gastric, bila

6.2.2

Cultivare:

- secretiile tractului respirator superior (secretii nazale, nazofaringene, orofaringene,
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6.2.3

laringean, puroi sinuzal, otic)

secretie conjunctivala

secretii tract respirator inferior (sputd, aspirat, spalatura bronsica, lavaj bronhoalveolar)
puroi (abcese, plagi superficiale, profunde)

cultivare diferite secretii (LCR, lichid pleural, ascitic, pericardic, articular), bila
urocultura

secretii genitale la barbati: secretie uretrala, prostatica, sperma

secretil genitale la femei: secretie vaginala, col uterin, endometru

hemocultura

coprocultura

aspirat gastric

biopsii, piese intraoperatorii

de pe suprafata cateterelor

exit site cateter

Testarea sensibilitatii la antibiotice

Se testeaza susceptibilitatea fata de antibiotice a fiecarui izolat semnificativ clinic. La cele cu
valoare incerta responsabilul de analiza decide in functie de natura produsului, a datelor clinice
comunicate in cererea de analiza si in consultanta cu medicul curant necesitatea efectuarii
antibiogramei.

Se efectueaza antibiograma difuzimetrica (metoda calitativd) in cazul izolatelor
urinare, faringiene, nazale, secretii genitale, secretii prin tuburi de dren, leziuni
superficiale, varf de cateter. Se poate efectua doar antibiograma difuzimetrica in cazul
tulpinilor de Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae.

La decizia responsabilului de analiza se poate opta pentru antibiograma difuzimetrica si
in cazul altor produse biologice (motive finaciare, tehnice, particularitati ale germenului
testat).

NU se efectueaza antibiogramai difuzimetrici pentru urmatoarele bacterii:

Streptococi 3-hemolitici de grup A (S. pyogenes), B (S. agalactiae), C, G, exceptand
cazul in care pacientul este alergic fata de -lactamine, fapt comunicat pe biletul de

trimitere. Aceste tulpini sunt sensibile ,,in vivo” fata de B-lactamine.
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e Staphylococcus saprophyticus (cauzeaza cistite la femei) izolat din urina — este sensibil
la antibioticele folosite in tratamentul infectiilor tractului urinar

o difterimorfi, streptococi grup viridans: rezultatele antibiogramei difuzimetrice pot fi
eronate

2. Determinarea concentratiei minime inhibitorii cu ajutorul automatului Vitek2 Compact
se efectueaza in urmatoarele situatii:

- tulpini izolate din produse in mod normal sterile, din produse ale cailor respiratorii inferioare,
puroi recoltat din abcese profunde, piese intraoperatorii

- germeni care nu pot fi testati difuzimetric : pseudomonade

- germeni multirezistenti testate difuzimetric

6.3 Reguli generale de recoltare a produselor patologice si biologice in vederea

examenului bacteriologic

Rezultatul examenului bacteriologic depinde de calitatea produsului prelucrat

6.3.1 Alegerea produsului corespunzitor

Agentul etiologic al unei infectii poate fi detectat din: leziunile din poarta de intrare, organele
tintd afectate, cdile de raspandire in organism, produsele prin care se elimind din organism.
Inainte de a cere o analiza bacteriologic trebuie cantarit raportul risc/beneficiu al recoltirii
privind pacientul.

6.3.2 Momentul prelevarii

Se alege in functie de infectie.

Recoltarea se face Tnainte de instituirea tratamentului antibacterian! in cazul in care bolnavul se
afla deja sub tratament antibacterian, se noteaza pe cererea de analiza bacteriologica si se
specifica felul antibioticului sau antisepticului, durata si modul de administrare si momentul
administrarii ultimei doze.

6.3.3 Ritmul prelevarii
Se alege in functie de prelevat, examenul solicitat si germenul urmarit:
- hemoculturi: 2-3 seturi de hemoculturi, inainte de instituirea tratamentului
antibiotic, sau daca tratamentul este deja introdus, se recolteaza inainte de

administrarea urmatoarei doze
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- exsudat faringian - o singura proba pe zi, recoltata dimineata inainte de toaleta
gurii i ingerare de alimente, apa, fumat sau in cazuri exceptionale (motivate in
bilet) dupa 2-3 ore de la ingerare alimente

- urind — o singurd proba pe zi, se recolteaza urina de dimineata sau la 3 ore dupa
ultima mictiune

- coprocultura: se recolteaza cat mai precoce dupa debutul diareei, cand numarul
de germeni este cel mai mare, repetarea examenului in 2 zile consecutive creste
sansa depistarii patogenilor

- se contraindica colectarea sputei, urinii de 24 de ore (multiplicarea

contaminangilor in produs)

6.3.4 Recoltarea se face aseptic

Trebuie redusd sau prevenita contaminarea probelor cu germeni din flora de asociatie. Prezenta
contaminantilor ingreuneaza interpretarea corecta a rezultatelor.

6.3.5 Cantitate

Se preleveaza cantitati suficiente de produs, in functie de felul produsului.

6.3.6 Instrumente de prelevare, recipiente pentru recoltare si transport

Se aleg in functie de particularitatile recoltarii, consistenta, volumul produsului. Trebuie sa fie
sterile si lipsite de urme de subsatante antibacteriene, de unica folosinta cu capac insurubabil.
Se verifica, capacul sa fie etans, sa nu curga. Se inscriptioneaza conform celor mentionate mai
sus. Transportul sa nu depaseasca timpul de 1 ora de la recoltare, sau se folosesc medii de
transport.

6.3.7 Control dupa instituirea tratamentului antibacterian

Recoltarea de produse patologice pe durata tratamentului antibacterian este indicat doar in caz
de esec terapeutic definit prin lipsa ameliorarii clinice dupa 72 de ore de tratament sau
agravarea starii pacientului.

Controlul eficientei terapiei se recomanda doar in cazul uroculturilor, la 10 zile dupa
terminarea tratamentului.

Nu este necesara repetarea examenului bacteriologic dupa faringite streptococice vindecate
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clinic.

6.4 Masuri de protectie in cursul recoltarii produselor biologice in vederea examenului

bacteriologic

= toate produsele biologice trebuie considerate potential infectioase, se manevreaza
respectand regulile generale de prevenire a infectiilor

= personalul care recolteazd, manevreaza produse biologice trebuie sa foloseasca echipament
de protectie corespunzitor (manusi, halat) completat cu masca, ochelari de protectie in
cazul in care produsul biologic s-ar putea disemina

* 53 nu se contamineze cu produsul patologic exteriorul recipientelor sau biletele de trimitere
ce 1nsotesc produsele

= pentru a asigura transportul adecvat al produselor se impune:
= cererile de analiza microbiologica se transporta separat de recipientele cu produs pentru

a evita contaminarea acestora

6.5 Transportul si conservarea probelor

Trebuie avute in vedere:
- mentinerea conditiei microbiologice initiale a probei, a raportului dintre germeni
- mentinerea viabilitatii germenilor
- prevenirea raspandirii germenilor

In cazul transportirii necorespunzitoare sau conservirii deficitare pot apirea rezultate incorecte
datorita:
- in cazul produselor cu continut polimicrobian se schimba raportul dintre germeni

- cresterii si multiplicarii germenilor contaminanti cu modificarea raportului dintre
germeni
- distrugerii patogenului (deshidratare, modificari de pH, autoliza, contactul cu oxigenul

atmosferic in cazul anaerobilor)
Pentru a preveni aceste erori:

- probele recoltate trebuie sd ajunga cat mai repede la laborator

- daca nu pot fi transportate imediat:
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o seindica folosirea mediilor de transport - probele recoltate pe acestea trebuie sa
ajunga la laborator in 4 ore
= materii fecale: mediul Cary-Blair sau glicerina tamponata
= tampoane: mediul Amies
= cultivare Neisseria gonorrhoeae: mediul Amies cu carbune
o pentru produsele la care nu pot fi folosite medii de transport se recomanda
refrigerare la 4-8°C — majoritatea germenilor supravietuiesc (exceptii: Neisseria
meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae, anaerobi), iar
multiplicarea lor este opritd, raportul dintre germenii patogeni si contaminanti
ramane neschimbat
* nu se refrigereaza: hemoculturile, lichidul cefalo-rahidian, pleural,
ascitic, pericardic, materiile fecale, produsele recoltate pentru cultivarea

anaerobilor

6.6 Criterii gi procedura de respingere a probelor

1. Lipsa cererii pentru analiza bacteriologica sau cerere completata partial, folosirea altor

bilete decat cele tipizate, concepute de catre laboratorul de microbiologie.
2. Recipiente cu probe nemarcate, neidentificabile
3. Probe care se scurg din recipient nu se prelucreaza deoarece:

- constituie pericol de infectie
- proba poate fi contaminata din exterior, ceea ce reprezinta sursa de eroare in
diagnostic
Se anunti telefonic sectia si se cere repetarea probei. In cazul probelor nerepetabile
proba poate fi prelucratd cu consemnarea posibilei surse de eroare.
1. Probele necorespunzitoare calitativ se pastreaza la 4°C, se ia legatura cu medicul care

cere analiza pentru a afla, dacd exista posibilitatea repetarii recoltarii
- daca poate fi repetata: proba se arunca
- daca nu poate fi repetata, proba se prelucreaza si se consemneaza posibilitatea unor

rezultate fals negative sau pozitive
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Tabel 2. Criteriile refuzarii produselor biologice si procedura aplicata

Criterii de respingere

Comentarii raportate

Recipiente nemarcate, cerere de analiza

Nu s-a primit produs cu acest numar de set. Cerem

completatd repetarea prelevarii.
Produs nemarcat fara cerere de analizi Se noteaza ,proba nemarcatd”, se pastreaza
bacteriologica refrigerat timp de 48 de ore

Cerere de analizd partial completata
(lipsa: varsta, diagnostic, ora recoltarii,
etc.)

Se solicita telefonic datele lipsa.

Un singur produs — multiple analize

Prelucrarea se temporizeaza pana la elucidarea
problemei

Mai multe produse cu o singura cerere
de analiza

Produsele se refrigereaza pana la obtinerea cererilor
corespunzatoare pentru fiecare produs

Produse scurse din recipient

Se anuntd sectia/medicul si se cere repetarea
recoltarii.

Daca nu este posibild repetarea, se prelucreaza
proba si se consemneaza: posibile erori de
diagnostic prin contaminare!

Recipient inadecvat

Se anuntd sectia/medicul si se cere repetarea
recoltarii.

Dacd nu este posibilda repetarea, se prelucreaza
proba si se consemneazd: posibile erori de
diagnostic datorate utilizarii unor recipiente

inadecvate pentru examen bacteriologic

Tabelul 3. Criterii de respingere ale diferitelor prelevate:

Prelevat

Analiza

Criterii de respingere

Se raporteaza

Scaun

C

Proba trimisd fara mediu de
transport

Cantitate de scaun prea mare,
acopera in Intregime mediul de
transport

Mai multe probe provenite de
la acelasi pacient in aceeasi zi

Diagnostic de boald diareica
acuta: se primeste Scaun
format

Proba primita fard mediu
de transport

Recoltare  incorecta —
cantitate de produs prea
mare

Aceasta proba nu se
prelucreaza, deoarece s-a
mai prelucrat o proba din
aceasta zi

Scaun format - produs
patologic necorespunzator
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Prelevat Analiza Criterii de respingere Se raporteaza
Sputa C&M >25 celule epiteliale/camp || Peste 25 de celule
(x100) epiteliale pe camp
microscopic —  produs
necorespunzator calitativ
pentru cultivare
Urina C&M Proba prelevata din punga de || Produs inadecvat pentru
drenaj, varf de cateter, analiza cerutd din cauza
Volum insuficient;  probe | ....
duble Se cere repetarea
Probe recoltate cu mai mult de || recoltarii.
2 ore In urma!
Date incomplete privind felul
recoltdrii (jet mijlociu, aspirat || Se temporizeaza
suprapubian, prelevat prin || prelucrarea  pana la
cateter) obtinerea datelor
complete.
Prezenta a mai mult de un
morfotip bacterian pe frotiu
colorat Gram si numeroase | Contaminare vaginala,
celule malpighiene proba inadecvata pentru
Leucocite si bacterii absente || cultivare.
pe frotiul colorat Gram
Piuria absenta.
Bacterioscopia negativa.
Cultivarea nu se justifica.
Toate produsele | C pentru | Produse trimise fara mediu de | Produs fara mediu de
patologice trimise || anaerobi transport  adecvat  pentru | transport —  inadecvat
pentru cultivare anaerobi pentru detectare anaerobi
anaerobi

(in afard de:
tesut, fluide corporale
sterile,

abcese hepatice si
cerebrale, puroi
aspirat,

biopsii cu diagnostic
de gangrend gazoasa,
fasciita sau celulita
necrotizanta )

Legenda: C: cultivare, M: microscopie
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6.7 Prelevarea diferitelor produse biologice in vederea examenului bacteriologic

6.7.1

Prelevarea puroiului

Produsul patologic cel mai adecvat prelucrarii bacteriologice este cel obtinut prin aspiratie.
Cantitatea recoltata trebuie sa fie cat mai mare (creste sensibilitatea detectarii patogenului).
Puroiul recoltat cu tampon prezintd dezavantajul ca oferd cantitate redusd de produs patologic. Nu
se recolteazd cu tampon uscat de pe leziuni uscate! Daca leziunea este extinsa, se recolteaza din
mai multe parti.

Din leziuni deschise se recolteaza:

prin aspiratie
material bioptic

cu ajutorul tamponului

Din leziuni inchise se recolteaza

prin aspiratie

secretil sau biopsii prin interventie chirurgicala

Din leziuni profunde se recolteaza:

6.7.2

6.7.3

prin aspiratie percutanata

secretii sau biopsii in cursul interventiei chirurgicale

Abcese

din leziuni accesibile punctiei puroiul se aspira cu un ac suficient de gros atasat de seringa,
dupa antisepsia corespunzatoare a regiunii

puroiul colectat cu seringa se transfera aseptic intr-un tub si se inchide ermetic

se transportd imediat la laborator, mai ales in cazul in care se urmareste prezenta
anaerobilor (20 de minute)

in infectiile intraabdominale in cazul unor abcese multiple se recolteaza din fiecare colectie
separat

puroiul poate fi steril in urma distrugerii germenilor, este recomandat excizie din peretele

abcesului

Fistule

prelevatul de la orificiul fistulei nu contine intotdeauna germenii ce cauzeaza supuratia!
se spala si se antiseptizeaza tegumentele adiacente si se chiureteaza cat mai profund
traiectul fistulei

daca este posibil, se aspird puroi, se transfera in recipient steril si se trimit la laborator
imediat

daca recoltarea se face cu tampon, acesta se introduce in mediu de transport
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6.7.4

6.7.5

6.7.6

Puroi prelevat din arsuri, plagi, leziuni superficiale (escare, ulceratii, episiotomie)

suprafata zonei de recoltare se spald cu solutie salina sterila pentru indepartarea

exsudatului stagnant, prelevarea se face dintr-o zona a plagii lipsita de tesut necrotic

varful unui tampon steril umectat in solutie salina sterild se invérte ferm pe o arie de 1 cm?
timp de 5 secunde, astfel incat sa se obtind o usoara sangerare,

produsul se transferd in mediu de transport Amies; in lipsa mediului de transport materialul
obtinut trebuie si ajunga in cel mai scurt timp la laborator;

daca se urmaresc si germeni anaerobi, trebuie recoltat si cu un al doilea tampon si introdus
in mediu de transport (Amies sau Stuart)

daca se anticipeaza intarzierea transportului/prelucrarii, proba prelevatd pentru cultivarea
germenilor aerobi se refrigereaza la 4°C si se mentioneaza pe bilet;

prezenta celulelor epiteliale in produsul recoltat poate indica faptul ca prelevatul este
superficial, germenul izolat sa nu aiba rol etiologic; din leziunile superficiale cronice (ulcer
de gamba, picior diabetic) se recolteaza produs patologic in vedera examenului
bacteriologic doar in cazul unor semne de infectii clare, deoarece de regula exista o flora
de contaminare / colonizantd bogata si mixta iar cultivarea nu ofera informatii pertinente

pentru a stabili rolul germenilor izolati.

Biopsii de tegument
materialul bioptic se introduce intr-un recipient steril cu ser fiziologic steril, se transporta

imediat la laborator

Recoltarea puroiului prin tub de dren

- este acceptabil pentru examen bacteriologic puroiul aspirat in condifii aseptice prin

punctionarea tubului de dren al unui sistem de dren inchis!

In afara programului de funcgionare puroaiele aspirate, cele recoltate pe tampon fara mediu de

cultura se trimit imediat la laboratorul de urgenta.

6.8 Prelevarea si transportul exsudatelor cailor respiratorii superioare

6.8.1

Exudat faringian
indicatii:

o diagnosticul faringitelor si anginelor cauzate de Streptococcus pyogenes
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6.8.2

6.8.3

(Streptococ grup A) si de streptococii grup C, G, Arcanobacterium hemolyticum
o 1in context clinic sugestiv, la cererea medicului curant, notat pe biletul de trimitere
se efectueaza diagnosticul altor faringite bacteriene (faringita gonococicd), a
candidozei
o angina fuso-spiralara Panton-Valentine
se preleveaza dimineata inainte de toaleta gurii si a ingerarii de alimente, lichide, fumat
in cazuri exceptionale este acceptatd recoltarea secretiei faringiene in timpul zilei, la
minimum 3 ore dupa ultima ingerare de alimente, lichide, fumat
pacientul se ageaza pe scaun cu fata spre o sursa de lumina, gatul in usoara extensie, se
deprima baza limbii cu un apasator de limba steril in timp ce pacientul pronunta vocala A;
se sterge ferm cu tamponul steril amigdalele, peretele posterior al faringelui, orice zona
inflamata, ulcerata sau cu depozit purulent, falsa membrana, se patrunde in criptele
amigdaliene; se evitd atingerea tamponului de baza limbii sau de palatul moale
tamponul se introduce in mediu de transport Amies; in caz de suspiciune de faringita

gonococica se foloseste mediul de transport Amies cu carbune

Secretie nazala

indicatii: depistarea portajulul de Staphylococcus aureus

pacientul se asaza pe scaun cu fata spre o sursa de lumina, gatul in usoara extensie; cu
acelasi tampon umectat cu ser fiziologic steril se sterg pe rind ambele camere nazale
anterioare; tamponul se roteste de cel putin 5 ori in fiecare nara, apasand egal si ferm
peretele vestibulului nazal

tamponul se introduce in mediul de transport Amies

Secretia nazo-faringiana

indicatii: depistarea unor bacterii mai frecvente la acest nivel decat in nas sau orofaringe,
depistarea portajului de Neisseria meningitidis, diagnosticul tusei convulsive, detectarea
prezentei in nazofaringe a germenului Moraxella catarrhalis asociata cu laringite

se foloseste tampon nazofaringian (montat pe un suport subtire, preferabil flexibil)
pacientul se aseaza pe scaun cu fata spre o sursa de lumina, gatul in usoara extensie; se
introduce tamponul printr-o nara de-a lungul planseului nazal pana ce atinge peretele
posterior al nazofaringelui; se roteste usor tamponul, pentru a-l incarca; nu este nevoie de
introducerea tamponului si prin cealaltd nard; eventual pentru cresterea cantitatii
prelevatului, se poate retrage usor tamponul si reinserat pe acelasi traiect (prima tamponare
stimuleaza secretia)

tamponul se introduce in mediul de transport Amies
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6.8.4

6.8.5

6.8.6

6.8.7

6.8.8

Puroiul sinuzal

indicatii: in sinuzite acute pentru depistarea germenilor ca: Streptococcus pneumoniae,
Moraxella spp., Haemophilus spp., Staphylococcus aureus, Burkholderia cepacia,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, fungi)

secretiile nazale i nazofaringiene nu sunt adecvate pentru diagnosticul sinuzitei, deoarece
germenii cultivati din aceste produse coreleaza slab cu sinuzita

aspiratele sau lavajele se colecteaza aseptic in recipiente sterile

Exudate otice

indicatii: detectarea agentului etiologic al otitei medii (Streptococcus pneumoniae, S.
pyogenes, Moraxella catarrhalis., Haemophilus spp., Staphylococcus aureus, s.a.)
exsudatul se aspira prin timpanocenteza

in caz de otite externe se preleveaza exsudatul cu tampon steril si se introduce in mediu de

transport Amies;

Secretie epiglotica

in epiglotite cel mai frecvent este implicat Haemophilus influenzae serotip b, urmat de
Staphylococcus aureus, streptococul de grup A

se tamponeaza structura cartilaginoasa a epiglotului

tamponul se introduce in mediul Amies

Abcese ale cavitatii bucale

De obicei prezinta etiologie polimicrobiand, cu implicare germenilor aerobi si anaerobi din
cavitatea bucala. Cu toate acestea de rutind se testeaza prezenta urmatoarelor specii
bacteriene: Staphylococcus aureus, streptococul de grup A, Haemophilus influenzae.
recoltarea se face cu ajutorul unui tampon steril,

tamponul se introduce in mediul de transport Amies

Tampoane orale

tampoanele orale se recolteaza in special in vederea evidentieri unei micoze orale, sau mai
rar pentru diagnosticul anginei Plaut-Vincent
leziunile din cavitatea bucald (si faringe in cazul anginei) se sterg cu tamponul steril

tamponul se introduce in mediul de transport Amies
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6.9 Recoltarea si transportul secretiilor cailor respiratorii inferioare

Secretiile tractului respirator inferior examinate bacteriologic includ sputa, aspirate (spaldturi)
bronsice, lavaj bronhoalveolar, material bioptic.

Secretiile din tractul respirator inferior pot fi contaminate cu bacterii din tractul respirator
superior! Rezultatul bacteriologic se interpreteaza in context clinic, alaturi de rezultatele altor
analize.

6.9.1 Sputa (inclusiv probele obtinute prin tub endotraheal, traheostomie)

Germenii asociati pneumoniei variaza in functie de tipul pneumoniei:
- pneumonia comunitara: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Mycoplasma

pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila, virusuri respiratorii

- pneumonia intraspitaliceasca (nosocomiald): bacili Gram negativi, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, sa.

- pneumonia imunosupresatilor: la cei de mai sus se adauga Pneumocystis jiroweczi, fungi
dimorfi, Cryptococcus spp.

- pneumonia de aspiratie: mixtura de germeni aerobi si anaerobi orali

Prin cultivare de rutina pot fi detectate doar o parte dintre acesti germeni!
Metodologia recoltarii:

Se explica pacientului diferenta dintre sputd, salivd si secretie rinofaringiand Inghititd si
expectorata.

Sputa emisa spontan se recolteaza dimineata, cand schimbarea pozitiei corpului din clino- in
ortostatism favorizeaza eliminarea secretiilor brongice. Pacientul elimina secretiile
nazofaringiene, se spald pe dinti, clateste abundent gura cu apa si efectueaza gargara profunda
cu ser fiziologic. Sputa se obtine dupa o tuse profunda, se expectoreazd in recipient steril, cu
capac ingurubabil.

De la pacienti cu tub endotraheal se aspira in conditii aseptice secretie in recipient steril.
Varfurile de tuburi endotraheale obtinute de la nou-nascuti se plaseaza in recipiente sterile si
se transportd imediat la laborator.

Nu se acceptd varfuri de tuburi endotraheale de la adulti, deoarece acestea se contamineaza
frecvent, bacteriile izolate nu corespund cu adevaratul agent etiologic.

In exceptionale, cand transportul intarzie probele se refrigereazi. Prin refrigerare se pot
distruge unii patogeni (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae)

Laboratorul respinge acele produse patologice care nu corespund calitativ pe baza aspectului
macroscopic (salivd) si microscopic (prezenta a peste 25 de celule epiteliale pe camp
microscopic).

1. Lavaj bronhoalveolar (BAL), aspirate, spalituri bronsice

BAL se efectueaza cand examenul microbiologic al sputei nu evidentiaza agentul etiologic al
unei pneumonii sau cand pacientuol nu poate expectora sputd. Lavajul este potrivit in special
pentru detectare de P. jiroweczi sau fungi.

Se recolteaza aprox. 15-20 ml secretie in recipiente sterile cu capac insurubabil.

In lipsa bronhoscopului se efectueazi lavaj bronsic orb. In cazul in care nu se obtine cantitate
suficientd de lichid transferabil intr-un recipient steril, se extrage canula si se taie varful
acesteia contindnd o anumitd cantitate de lichid si se transferd aseptic intr-o eprubetd sau
recipient steril. Se mentioneaza pe bilet: lavaj/aspirat bronsic.
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In cazul in care transportul intirzie, probele se refrigereazi. Dacd proba constituie varf de
canuld cu secretie, se acoperd cu ser fiziologic steril si se refrigereaza. La predarea produsului
se mentioneaza: proba refrigeratd si durata refrigerarii. Prin refrigerare S. pneumoniae si H.
influenzae isi pierd viabilitatea.

2. Biopsie tisulara

Fragmentul de tesut obtinut intraoperator se introduce aseptic in recipient steril. Daca se
intarzie transportul, se adauga 0,5 ml solutie salind sterila si se refrigereaza.

Daca se cere cultivarea germenilor anaerobi, fragmentul se introduce in mediu de transport
pentru anaerobi.

2. Prelevarea si transportul urinii

Prelevatele de urind pot fi impartite In categorii in functie de criterii clinice, posibilitatea
contaminarii cu germeni si gradul de prelucrare microbiologica.
- urini emise spontan (nesterile):

a. jet mijlociu

b. retinute 1n saci sterili la nou-nascuti si sugari

c. prin cateter Foley permanent, cateter suprapubian
- urind obtinuta prin sondaj vezical
- urina colectata in mod aseptic / alte urini

d. nefrostomie

€. punctie suprapubiana

f. cistoscopie

Majoritatea infectiilor tractului urinar (ITU) sunt cauzate de germeni conditionat patogeni.
Implicarea acestora in ITU este sustinutd de cresterea semnificativa pe diferite medii de cultura.
Criteriile care stabilesc pragul cresterii semnificative variaza in functie de tipul prelevatului.
Rezultatele uroculturii cantitative pot fi influentate de mai multi factori:

1. multiplicarea bacteriilor in urina recoltata

Urina fiind un bun mediu de cultura, dupa recoltare bacteriile continua multiplicarea,
modificand semnificativ cantitatea germenilor. Contaminantii prezenti de obicei in numar mic
pot atinge pragul semnificativ, rezultand erori de diagnostic. Pentru a preveni aceste erori se
impune prelucrarea probei in cel mult 1 ord de la recoltare. In cazul in care transportul se
prelungeste, urina se refrigereaza la 4°C.

2. recoltare incorecta, contaminarea urinii

Peste 90% din ITU sunt infectii monobacilare. Detectarea a doua tipuri de germeni de cele mai
multe ori necesita repetarea uroculturii pentru confirmarea implicarii ambilor germeni.
Detectarea simultand a 3 sau mai multe tipuri de germeni din urina emisa spontan Tnseamna
intotdeauna contaminarea probei si in cazul unui context clinic sugestiv pentru ITU este nevoie
de repetarea probei respectand riguros regulile de recoltare.

3. tratamente cu antibiotice

Recoltarea urinii se face inaintea administrarii antibioticelor, sau in cazul unui esec terapeutic
constatat dupa 48-72 de ore de la inifierea terapiei. Prezenta antibioticelor in urind reduce mult
sensibilitatea uroculturii cantitative, scazand viabilitatea bacteriilor.

4. tratamente diuretice
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In urma tratamentului diuretic se dilueaza urina, se obfine numarul de germeni mai mic, care
insd vor fi considerat semnificativ si se va prelucra bacteriologic.
5. infectii cu microorganisme nedetectabile prin cultivare de rutina

ITU cauzate de virusuri, chlamydii, micoplasme, ureaplasme, M. tuberculosis necesita

investigatii suplimentare, acestea nefiind detectabili prin cultivare de rutina.

Pentru colectare se folosesc recipiente sterile, de unica folosinta, cu capac insurubabil.
Criterii de respingere a probelor de urind: tabelul 3.
6.9.1.1

6.9.1.2 Reguli de recoltare
1. Recoltarea urinii emise spontan

a. Urina ,,prinsa in zbor” din jetul mijlociu

Pacientii vor fi instruit de asistenta medicala si li se vor imana materiale informative
scrise despre procedura de recoltare (appendix).
Procedura la femei:

- pacienta se spald pe maini cu apa si sapun, le usuca

- cu o mana indeparteaza labiile mici, efectucaza toaleta vulvara riguroasa se clateste
abundent cu apa, preferabil sterila — nu se folosesc solutii antiseptice, deoarece pot fi
antrenate in urind, inactivand germenii.

- seusuca zona vulvara decontaminata cu doua tampoane de tifon sterile (prosop curat,
calcat) prin stergere unica din fatd inspre spate — daca raman pelicule de apa, germenii din
zonele nedecontaminate pot fi antrenate in jetul de urina.

- introduce un tampon intravaginal

- pacienta indeparteaza cu doud degete labiile mici, tragand usor anterior si incepe sa
urineze, avand grijd, ca urina sd nu curgd pe degete

- primul jet de urind, aproximativ 10 ml de urina se lasa sa se scurga (numarare incet pana la
3)

- seurineaza in continuare fara intrerupere, se prinde cantitatea de urind necesara,
aproximativ 2-3 ml (nu mai mult de 5 ml) direct in recipientul steril, de unica folosinta, cu
capac insurubabil

- seretrage recipientul inainte de intreruperea urinarii;

- 1in caz de uretrite se retine primul jet de urina (detectare de Mycoplasma/Ureaplasma spp.,

Chlamydia — necesita medii de transport speciale)

Procedura la barbati:
- pacientul se spald pe maini cu apa si sapun, le usuca cu servetel

- cu o0 mana se retracta preputul pentru a decalota complet glandul

- se efectueaza toaleta riguroasa a glandului cu apa si sdpun, clitire abundenta cu apa —
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preferabil sterila

se usuca cu 2 tifoane sterile prin stergere dinspre meat spre fren

mentinand preputul retras se urineaza, primul jet se arunca (se numara pana la 3),
recoltdndu-se din jetul mijlociu aprox. 10 ml in recipient steril

se retrage recipientul inainte de intreruperea mictiunii

ATENTIE la recoltarea urinii din jetul mijlociu:

o urina se recolteza 1n recipiente de unica folosinta, cu capac filetat

o urina sa nu se prelinga pe zonele nedecontaminate (se retrage recipientul Tnainte de
intreruperea mictiunii)

o orificiul recipientului sd nu atingd tegumentele, mucoasele, lenjeria!

o capacul, dopul recipientului sd nu se desterilizeze

b. Prelevarea urinii de la nou-niscuti, sugari
se decontamineaza si usuca organele genitale externe si perineul
se fixeaza in jurul penisului sau a vulvei orificiul unei pungi din material plastic sterile

urina colectata se transfera aseptic intr-un recipient steril cu capac insurubabil

c. Prelevareaurinii de la copiii mici (1-3 ani), care nu coopereaza

Olita proprie a copilului se spald bine, se dezinfecteaza si se aseaza recipientul colector
steril deschis in interior. Copilul sa nu atingd cu tegumentele recipientul.

Daca prin aceasta metodd in mod repetat se obtin rezultate neconcludente se recomanda
punctie suprapubiana.

d. Prelevarea urinii prin cateter permanent

Recoltarea urinii la cei cu cateter permanent nu se efectueaza de rutina ci numai la pacientii
simptomatici, deoarece tratamentul antibacterian si antifungic la asimptomatici nu este indicat.
Candiduria la asimptomatici se rezolva la schimbarea cateterului. Tratamentul candiduriei este
necesar doar daca persista dupa schimbul de cateter si pacientul este simptomatic.

Procedura recoltarii:

inainte de recoltare cu 30 de minute se comprima tubul pentru a asigura umplerea vezicii
se dezinfecteaza cateterul cu alcool 70° sau iod, se punctioneaza tubul
se extrage cantitatea corespunzatoare in seringa, urina obtinutd se transfera in recipient

steril cu capac filetat, se transporta la laborator.

Practici gresite:

colectarea urinii din punga cateterului
recoltare prin capatul drenului dupa detasarea pungii — portiunea distala a tubului de cele
mai multe ori este contaminata, cultivandu-se mai multe specii bacteriene, fara a fi asociate

cu ITU la bolnavul respectiv;
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- trimiterea varfului de cateter pentru examen bacteriologic
- prelucrarea extensiva a acestor probe de urina recoltate incorect duce la consum de

materiale si timp nejustificat si implicit la tratamente antibiotice abuzive.

2. Urina obtinuta prin sondaj vezical

- se colecteaza urina Intr-un recipient steril imediat dupa introducerea unui cateter nou
Dezavantaj: risc de infectie (1% pacienti in ambulator, pana la 10% la pacienti spitalizati)
Indicatie: pacienti necooperanti, pacien{i care nu mictioneaza din cauze neurologice sau
urologice, pacienti cateterizati pentru explorari urologice.

3. Urina colectata in mod aseptic - Punctia suprapubiana

Reprezinta produsul ,,optim” pentru prelucrare bacteriologica, in urma punctiei suprapubiene

se exclude contaminarea uretrala. Ofera cea mai buna predictie pozitiva a ITU de la un numar

de germeni de 10° /ml in sus. Practic orice germen izolat din urina recoltata in acste mod poate

avea semnificatie clinica.

Indicatii:

- rezultate echivoce la examinarea repetata a urinii obtinute din jetul mijlociu (nou-nascuti,
sugari, femei adulte)

- detectarea germenilor anaerobi

- pacienti necooperanti

Procedura:
- pacient hidratat corespunzator

- 1si retine urina pana cand se detecteazd matitate vezicala, palparea regiunii declangeaza
nevoia mictiondrii urgente

- pregatirea tegumentului: depilare (la nevoie), antisepsie

- punctionare deasupra simfizei pubiene (3,5 cm) cu seringd de 10 ml si ac de 22G

- urina se transfera intr-un recipient steril

Incidente posibile: hematurie de scurta durata

6.10 Daca se anticipeaza intarzierea transportului/prelucrarii probelor de urina, se

refrigereaza la 4-8 C!

Prelevarea si transportul materiilor fecale in vederea coproculturii

Gastroenterita acuta infectioasa poate fi cauzata de un numar mare de microorganisme: bacterii,
paraziti, virusuri. Coprocultura nu reuseste intotdeauna sa identifice patogenii enterali, de aceea se
ridica problema cost-eficientei acestei analize si se pune intrebarea la ce categorie de pacienti
meritd efectuatd. Din considerente pur clinice ar fi indicat, sa se efectueze coprocultura doar la
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pacientii la care rezultatul ar putea modifica atitudinea terapeuticd. La adulti, in majoritatea
cazurilor, pana la aflarea rezultatului coproculturii pacientul este vindecat (existand si posibilitatea
de a deveni purtdtor sanatos), insa n cazul in care se renunta la aceasta analiza, ar fi impiedicata
urmarirea epidemiologiei gastroenteritelor.
Se recomanda efectuarea coproculturii in urmatoarele situatii:

- gastroenterite de tip inflamator, in cazuri de gravitate medie (6-10 scaune/zi + alte

simptome) si crescutd (peste 10 scaune/zi)
- gastroenteritd prelungita peste 3 zile
- prezenta unor factori ce favorizeaza agravarea:
o prematuri, nou-nascuti, persoane in varsta
o imunodeficientd, hypo- aclorhidrie (vagotomie, stomac operat, anemie pernicioasa),
boli enterale cronice, anevrism de aorta, boli valvulare, diabet, insuficienta renala,
boli autoimune
o tratamente imunosupresive, steroizi administrati sistemic, diuretice, ACE ,

Examenul bacteriologic de rutind urmareste prezenta patogenilor enterali comunitari: Salmonella
spp, Shigella spp. Escherichia coli enteroinvaziv, Campylobacter spp., E. coli O157/H7
(Escherichia coli enterohemoragic). La copii sub un an se cautd de rutind prezenta E. coli
enteropatogen. La copii sub 12 ani, in perioada iernii, se va cultiva Yersinia enterocolitica.

La cerere (manifestare clinica sugestiva) se investigheaza prezenta Yersinia enterocolitica, Vibrio
cholerae, toxine de Clostridium difficile, antigene virale de rotavirus si adenovirus. Orice cerere in
afara de cele mentionate mai sus, se noteaza in cerere!

Diareea aparuta dupa 48 de ore de la internare de regula nu se datoreaza patogenilor enterali
comunitari, cultivarea acestora nu este recomandata. Acestea fiind de obicei infectii post tratament
antibacterian, infectii nosocomiale sa va recomanda detectia toxinei A si B Clostridium difficile.

6.11 Momentul, ritmul si tehnica prelevarilor

- Scaunul emis spontan se recolteaza cat mai precoce dupd debutul bolii (in primele 3 zile de
boald germenii sunt prezenti in numar cel mai mare). Scaunul emis spontan se retine Intr-
un vas curat si uscat, avand grija sa nu se amestece cu urina. Se ridica cu ajutorul linguritei
coprorecoltorului cantitati mici de materii fecale, aproximativ egale cu cantitatea mediului
de transport, din mai multe locuri, mai ales din zonele ce prezintd modificari (mucus,
sange, puroi), ce nu s-au atins de vasul colector si se introduc in coprorecoltoare cu mediu
de transport Cary-Blair. Materiile fecale trebuie sa ajunga in mediul de transport si s se
amestece cu acesta, materiile fecale sa nu raimana pe suprafata mediului de transport. Este
important, pentru ca trecerea pe mediile de cultura trebuie facutd din mediul de transport si
nu din materiile fecale aflate deasupra (de multe ori este imposibil de scos din mediul de
transport produsul recoltat din cauza cantitdtii exagerate — in aceste situatii produsul va fi
refuzat, practic mediul de transport nu isi poate indeplini rolul!).

- Pot fi cerute 2 examene bacteriologice in zile consecutive pentru a creste sensibilitatea
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detectarii patogenilor (fiecare proba se trimite in ziua recoltarii, nu se aduna!). Repetarea
coproculturii nu are sens inaintea obtinerii rezultatelor primelor doua analize.

- In cazul in care nu se poate obtine scaun, se pot recolta materiile fecale cu ajutorul unui
tampon adecvat. Se introduce tamponul intrarectal la 10 cm de la orificiul anal, dupa care
se introduce in mediu de transport Amies.

- Pentru cultivare de Neisseria gonorrhoeae se recolteaza produsul cu tampon inserat
intrarectal si se introduce Tn mediul de transport Amies cu carbune. Se noteaza pe cerere:
cultivare GC

- Pentru deetectare de toxine, antigene se recolteaza in coprorecoltor fara mediu de transport

(in jur de 1 ml)

6.12 Determinarea portajului enteral al diferigilor germeni

La laboratorul de microbiologie se urmareste de rutind portajul de Salmonella, Shigella.

La cerere se poate detecta portaj rectal de streptococ grup B la gravide, in completarea
screeningului portajului vaginal, recoltarea in acest caz se efectueaza cu ajutorul tamponului
inserat intrarectal.

In scop epidemiologic in cadrul supravegherii infectiilor nosocomiale poate fi urmarit la pacienti
portajul enteral de enterococ vancomicino-rezistent, enterobacterii (E. coli, Klebsiella spp)
producatoare de -lactamaze cu spectru extins. Orice inifiativa privind aceste screeninguri trebuie
discutatda cu SPCIN (Serviciul de Prevenire si Combatere a In fectiilor Nosocomiale) iar produsele
se directioneaza catre laboratorul de microbiologie SPCIN.

Pentru evidentierea portajului de Salmonella materiile fecale se recolteaza dupa administrarea unui
purgativ. Se retin probe din materiile fecale de consistenta lichida, pe mediu de transport.

Pentru evidentierea speciilor de Shigella, si a germenului Escherichia coli enteroinvaziv se
recolteaza materiile fecale cu ajutorul sondei Nelaton introdus intrarectal, peste 10 cm.

Prelevarea si transportul s@ngelui in vederea hemoculturii

Indicatii pentru efectuarea hemoculturii:
- nou-nascuti, sugari, pacienti imunocompromisi la orice varsta cu semne clinice sugestive,

chiar minime

- septicemie

- endocardita infectioasa

- sindrom sugestiv pentru infectie sistemica cu germeni specifici (Salmonella Typhi, S.
Paratyphi, bruceloza)

- sindroame febrile cu etiologie neelucidata

- infectii care se asociaza cu bacteriemie (pneumonie, meningita, pielonefrite acute, infectii
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puerperale, angio-colecistite, artrite septice, infectii ale arsurilor si plagilor)
stari febrile dupa interventii chirurgicale pe intestin, focare infectioase cronice, cateterism

venos prelungit, dializa peritoneala.

Hemoculturile se efectueaza in sistem automat BactAlert. Recoltirile se efectueazd in flacoane
speciale:

1.

2
3
4.
3)

Flacon BactAlert aerob pentru adulti, cod albastru

Flacon BactAlert anaerob pentru adulti, cod mov

Flacon BactAlert aerob pentru adulti cu inhibitor de antibiotic, cod verde

Flacon BactAlert anaerob pentru adulti cu inhibitor de antibiotic, cod portocaliu
Flacon Pedi-Bact pentru copii cu/fara tratament antibiotic, cod galben — nu permite

detectarea germenilor strict anaerobi

Flacoanele se pistreazi la temperatura camerei, ferite de lumina. Inainte de folosire se verifica
data expirarii. Flacoanele cu inhibitor contine carbune, acestea se depun la fundul eprubetei,
lichidul de deasupra trebuie sa fie limpede. La agitare carbunele tulbura mediul.

Momentul, ritmul recoltarii:

Rezultatul este influentat de terapia cu antibiotice in curs. Recoltarea se efectueaza inaintea
inceperii tratamentului, sau daca acest lucru este imposibil, recoltarea se face inainte de
doza urmatoare, in flacoane cu inhibitor de antibiotic. Mentiune: in cazul recoltarii in
timpul antibioterapiei sensibilitatea detectarii germenilor din flacoanele cu inhibitor este
ceva mai mare decat din cele fara inhibitor, dar mai mica decat inaintea inceperii
tratamentului!! Posibile rezultate fals negative!

La pacientii febrili se recolteaza in perioada cresterii temperaturii, inainte sau cat de repede
de la inceputul frisoanelor, cAnd germenii sunt cel mai viabili §i se gisesc cu mai mare
probabilitate in cantitate detectabila in sange. In endocardite infectioase recoltarea nu este
legata de un anumit moment al zilei (bacteriemie continua ) se recolteaza 3 seturi de
hemoculturi la intervale de 30-60 de minute.

Un set de hemocultura consta din recoltarea sangelui dintr-o singura punctie venoasa,
repartizat in flacoanele aerob si anaerob. Recoltarea se repeta dupa 15-20 de minute. Se
recolteaza minimum 2, maximum 3 seturi de hemocultura inaintea inceperii tratamentului
din locuri de punctie diferite. Recoltarile multiple cresc sensibilitatea detectarii iar in cazul
germenilor condifionat patogeni depistarea din doua seturi succesive confirma implicarea
lor in patologie. Poate fi indicata repetarea hemoculturii in cursul terapiei doar in cazul
unui esec terapeutic.

In caz de bacteriemie legata de cateter se recomanda recoltarea simultand din cateter si o
vena periferica pentru compararea rezultatelor. Daca se cultiva germeni numai din sangele

recoltat prin cateter septicemia legata de cateter este putin probabild, 1nsa cateterul este
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colonizat si se indica schimbarea acestuia. Pe flacon se noteaza, de unde s-a recoltat

sangele!

Metodologia recoltarii:
- Tegumentele se antiseptizeaza cu tincturd de iod, se asteapta sa se usuce. Se sterge

suprafata iodata cu alcool 70%. Se lasa sa se usuce.

- Se indeparteaza protectorul de pe flacoane (BactAlert aerob si anaerob sau Pedi-Bact), se
dezinfecteaza cauciucul cu 70% alcool.

- Serecolteaza cu ac (19 sau 21G) si seringa intre 10-20 ml (intre 5-10 ml pentru flaconul
aerob si tot atdt pentru cel anaerob) pentru adulti. Pentru copii se recolteaza 1-3 ml de
sange.

- Se evacueaza aerul din seringa si se injecteaza aseptic continutul in flacoanele de
hemocultura (la copii Pedi-Bact), avand grija, sa nu se introduca cantitate mai mare (exista
presiune negativa in flacon) decat cel recomandat. In cazul in care se recolteazi aerob si
anaerob, intai se introduce in flaconul anaerob si cu un ac schimbat in cel aerob (aerisire).

- Atentie! Nu se introduc cantitati mai mari de 10 ml in flacoanele pentru adul{i si mai mult
de 3 ml in flacoanele pediatrice!

- Proba se transportad imediat la laborator si se incubeaza insotit de cererea de analiza
completat corespunzator, pe care se lipeste codul de bare al flacoanelor.

- Mentionati numar de telefon interior la care pot fi raportate rezultatele preliminare!

- In cazul in care transportul se prelungeste, nu refrigerati flacoanele, acestea se pistreazi
la temperatura camerei (maximum 4 ore)! Hemoculturile recoltate in afara
programului de functionare a laboratorului de microbiologie se trimit la laboratorul

de urgenta.

Cereri speciale
- 1in cazuri speciale flacoanele PediBact pot fi folosite pentru cultivarea altor produse (lichid

cefalo-rahidian, lichid pleural, ascitic, secretii purulente) NOTA: aceste medii de cultura
cresc sensibilitatea cultivarii insa nu ofera nici un avantaj privind identificarea germenilor,
nu reduce durata diagnosticului. Automatul doar semnaleaza cresterea bacteriana,
identificarea in continuare se face cu metode conventionale!

- In cazul in care se trimite alt produs decat sange, se noteaza pe bilet!
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Varfuri de catetere intravasculare

Catetere intravasculare: cateter venos central, CVP, Hickman, Broviac, arteriale, periferice,
ombilicale, de hemodializa, Swan-Ganz, port-a-cath.

Dupa indepartarea cateterului cu o foarfeca sterilda se sectioneaza aprox. 4 cm din capatul de
cateter si se lasd sa cada intr-un recipient steril (eprubetd sau recipient de unica folosintd cu capac
insurubabil), avand grija sa nu se atinga de nimic.

Examinarea bacteriologica in infectriile orificiului percutanat al cateterelor

Intravenoase, venoase centrale (probe exit site cateter)

Infectiile din jurul cateterelor inserate percutanat pot duce la bacteriemii, septicemii. In cazul unor
semne locale de inflamatie se sterge marginea inflamatd a orificiului cu un tampon steril, se
introduce in mediu de transport.

3. Prelevarea si transportul lichidului cefalorahidian

Diagnosticul bacteriologic al meningitelor bacteriene se bazeazd pe examinarea lichidului
cefalorahidian. Recoltarea lichidului cefalorahidian se face prin punctie lombara, in conditii stricte
de asepsie. Astfel se exclude pe de o parte contaminarea probei, pe de alta parte se previne infectia
nosocomiala a pacientului.

In vederea examenului bacteriologic se colecteazi 4-5 ml de lichid cefalorahidian, preferabil in
recipiente sterile de unica folosintd cu capac ingurubabil.

Recoltarea se anunta cu cel putin 30 de minute Tnainte pentru pregatirea mediilor de cultura.
Transportul probei se face imediat. Este interzisd refrigerarea probelor. Creste sensibilitatea
detectarii bacteriilor, daca imediat dupa recoltare se insdimanteaza o picaturd pe mediul de cultura
adecvat si preincalzit la 37°C.

4. Prelevarea si transportul diferitelor exudate ale seroaselor in vederea
examenului bacteriologic

La recoltarea acestor produse trebuie respectate strict regulile de asepsie, antisepsie.
Probele nu se refrigereazd! Recoltarea se anuntd cu cel putin 30 de minute Inainte pentru
pregdtirea mediilor de cultura.

Secreyia pleurala
Lichidul pleural se recolteaza prin aspiratie percutanata. Lichidul pleural obtinut prin drenaj se

prelucreaza diferit, de aceea trebuie mentionat pe bilet, cum s-a efectuat recoltarea!
Se colecteaza in recipiente sterile, de preferintd de unica folosinta cu capac insurubabil.
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Lichidul ascitic

Se recolteaza prin aspiratia percutanata in conditii aseptice sau in cursul laparatomiei in recipiente
sterile, de preferintd de unica folosinta cu capac insurubabil.
Recoltarea a peste 10 ml creste sensibilitatea detectarii bacteriilor.

Lichid articular, lichid pericardic
Se recolteaza prin aspiratie, in conditii aseptice.

5. Prelevarea si transportul secreriilor genitale

Produse patologice prelevate in infectiile genitale la femei
1. Vaginite

a.

se aspira secretia din fundul de sac vaginal si se introduce in mediu de transport

pentru anaerobi, aerobi separat, sau

b. cu ajutorul unui tampon se colecteaza secretii din fundul de sac vaginal; tamponul
se introduce Tn mediu de transport Amies (dacd se cere si cultivare de anaerobi, se
recolteaza 2 tampoane, ambele se introduc in mediu de transport Amies)

c. se efectueaza doua frotiuri, dupa uscare se impacheteaza in hartie separat de biletul
de trimitere

2. Cervicite

a. seindeparteaza cu un tampon steril mucusul de la nivelul cervixului, cu un al
doilea tampon se recolteaza produsul patologic prin introducerea si rotirea in
canalul cervical

b. seintroduce in mediu de tranport Amies cu carbune (cultivare de Neisseria

gonorrhoeae)

! evitarea contamindrii probei cu flora vaginala

C.

se efectueaza doua frotiuri

3. Recoltare de la fetite

a.

C.

un tampon subtire de recoltare se introduce prin himenul vaginal, se introduce in
mediul de transport Amies

cu ajutorul unui cateter se spald cu 2 ml ser fiziologic steril, se colecteaza lichidul
de spalatura

2 frotiuri

4. Produse din endometrite, lohii, lichid amniotic

a.

b.

C.

aspirat din endometriu (lohii, lichid amniotic) transferat n mediu de transport
pentru anaerobi; pentru aerobi se aspira in recipient separat
se transporta imediat la laborator

lohiile recoltate cu tampon sunt adecvate numai cultivarii aerobilor
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5.

6.

Inflamatii pelviene
a. secretii obtinute prin punctie (Douglas, anexe) sau intraoperator — se introduc in
medii de transport pentru anaerobi si aerobi
b. pentru depistarea infectiei cu Actinomyces asociat cu sterilet se recolteaza aspirat
endometrial si se transportd Tn mediu de transport pentru anaerobi; steriletul
eliminat se trimite de asemenea in mediu de transport pentru anaerobi.
Cereri speciale
a. Pentru evidentierea unei infectii cu Listeria se procedeaza in mod obisnuit, probele
se pot pastra la frigider
b. Screening la gravide — se noteaza pe bilet! Se urmareste colonizarea cu
Streptococcus agalactiae. Se recolteaza secretie anala si secretie vaginala din

treimea inferioara a vaginului.

Produse patologice recoltate in infectiile genitale la barbati

1.

2.

3.

Uretrite

a. serecolteaza secretie uretrala dimineata, Tnainte de mictiune cu tampon steril, se
introduce in mediu de transport

b. se efectueaza doua frotiuri, dupa uscare se impacheteaza

Prostatite

a. se antiseptizeazd glandul

b. serecolteaza secretie uretrala dupa masaj prostatic

C. sperma colectata in recipient steril

Orhite, epididimite

a. punctate

b. produse obtinute intraoperator (recipient steril, mediu de transport)

Detectarea unor bacterii greu cultivabile sau necultivabile

1.

Detectare de antigene Chlamydia (in perspectiva)

se recolteazd din canalul cervical sau uretrd

pacientul 1si tine urina 1-2 ore

cu un tampon steril se sterge mucusul de la orificul cervical/uretral

tamponul special de recoltare se introduce la 1-1,5 cm intracervical / la 2-4 cm intrauretral
si se roteste 5-10 secunde (este esential sa se obtind celule epiteliale, Chlamydia fiind un
germen intracelular!)

se extrage usor tamponul, evitand contactul cu regiunile adiacente

tamponul se introduce in mediul de transport special

Mycoplasma, Ureaplasma (in perspectiva) — pot fi detectate din secretie cervicala, secretie

prostaticd, urind. Recoltarea se face in mediu de transport adecvat.
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3. Neisseria gonorrhoeae — s ecolecteaza secretie cervicala, produsul se trimite in mediu de
transport la laborator. In lipsa mediilor de transport produsul se insimanteaza la locul
recoltdrii pe medii speciale preincélzite la 37C si trimise la laborator.

4. Mycobacterium tuberculosis — se colecteaza sange menstrual sau secretii de 24 de ore,

raclaj uterin — produsele se trimit la laboratorul BK de la Clinica de Pneumoftiziologie.

6.Secrerii oculare

6.12.1.1.1 Conjunctivita
1. Se sterge cu un tampon mucoasa conjunctivald, tinind pleoapele deschise si evitand
atingerea genelor. Se recomanda recoltarea a doua probe.
2. Raclaj conjunctival
6.12.1.2 Dacrocistita acuta
1. Cuuntampon umed se sterge conjunctiva.
2. In caz de aspiratie percutanati, sau se efectueazi incizie se recolteazi secretie cu ac si

seringa.
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