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1. SCOPUL

Procedura stabileste modul de recoltare a probelor biologice pentru depistarea infectiilor
nosocomiale si interpreatarea rezultatelor probelor recoltate.

2. DOMENIUL DE APLICARE
Prezenta procedura se aplica in toate sectiile, compartimentele si anexele spitalulul.

3. DOCUMENTE DE REFERINTA

SR EN IS0 $001:2008 Sisteme de management al calitafii — Cerinte;
Ordinu! MS nr.972/2010, privind aprobarea standardelor de acreditare;
Ordinul MS nr.261/2007, privind aprobarea Normelor tehnice privind curatenia,
dezinfectia si sterilizarea in unitatile sanitare

+ Ordinul nr. 916/2006 privind aprobarea Normelor de supraveghere, prevenire si control
al infectiilor nosocomiale in unitatile sanitare

« Ghid privind curatenia, dezinfectia si sterilizarea in unitatile de asistenta medicala

4. RESPONSABILITATI
Responsabil de proces = asistenti SPCIN + medic epidemiolog SPCIN+aborator spital
Echipa de proces = medic curant +medic sef sectietdirector medical+ SPCIN+ laborator spital

5. DESCRIEREA PROCEDURII

Pentru depistarea infectiilor nosocomiale se vor recolta probe de sterilitate si asromicroflora.

5.1.Controlul aeromicroflorei

Cunoasterea concentratiei bacteriene din aer in salile spitalului reprezintd un indiciu
asupra riscuiui de infectie
Selectarea incaperiilor: se aleg inc3perile in care riscurile de infectare pentru asistati pot fi mai
mari, cum sunt sdli de operatie, sali de nastere,séli de reanimare,sdli de pansamente, saloane
pentru prematuri, bucatérie dieteticd
Metoda de recoltare: metoda sedimentérii Koch
Material si mod de recoltare: pentru fiecare incapere se folosesc 2 grupe de cutii Petri cu
diametru de 10cm , fiecare grupa cuprinzind.
- o placi cu geloza nutritivd 2%, pH=7,4-7.6
- o placé cu geloza 5-10%
Ambele medii proaspete dar suficient de uscate pentru a nu avea lichid de condensare

pe suprafata.
Ritm de recoltare:
Sectii medicale: recoltarea se face o dati pe luna
Sectii chirurgicale (bloc operator,ATl,sala nasteri) recoltarea se face de doud ori pe luna.
Loc de expunere:- ¢ grupa de placi se expun in mijlecul ncaperii, pe o masa

- a doua grup4 se expune intr-un colt al incaperii, la inaltimea unei mese (60-

100 cm de la pardosea) ‘

- numarul de pléci pentru o incapere: 1-2 placi Petri
Mod de expunere: ridicarea capacelor cutiilor Petri §i agezarea lor, cu deschiderea in jos
alituri de placile cu mediu.
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Timp de expunere:din momentul ridicarii capacelor, timpul este strict cronometrat, cutiile Petri
urmand a fi lasate deschise 5,10 sau 15 minute, in funclie de incarcdtura microbiana{ la
incércatura microbiana mare, timp de expunere redus)
Examinarea probelor:tcate cutiile cu recolte, fard 2 mai fi deschise, se termostateaza la 37°C,
timp de 24 de ore pentru geloza sange si inc3 24 de ore la temperatura camerei, pentru geloza
simpl3.
Concomitent se incubeaz& i un cuplu de pldci cu medii, preparate Tn acelasi lot, dar
care nu au fost expuse.
Prin acest control se urméareste:
-numarul de germeni pe m* aer
-numaru! de germeni hemaolitici{ stafilococ, streptococ patogen pe m® aer)
Numarul de germeni se stabileste prin numdararea coloniilor crescute pe sprafata gelozei simple,
iar pumarul germenilor hemolitici prin coloniile cu zona de hemolizd dezvoltate pe gelozé sange.
Placile martori nu trebuie s& prezinte colonil.
Raportarea ia m® aer se face prin aplicarea formulei:
N X 10000/'S X K = nr. germeni /m?® aer
N= numdr colonii pe suprafata placii Petri
S= suprafata mediului in em?0
K= coeficientul timpului de expuneref(5 minute =1, 10 minute= 2, 15 minute =3)
Interpretarea rezultatelor:
Limite maxime admise
Denumirea spaffilor controlate
{grupe]) La 10-15 min dupéd efectuarea In timpul lucrului
curiteniel si dezinfectiei
Nr.tetal de Stafilococ | Streptococ Nr.total de Stafilococ Streptoccoc
germenim?® patogen’ | beta germenim® | patogeny’ beta
1placa hamolitic’ 1placi hemolitic’
1placs 1placs
A. Laboratorul de solutii
perfuzabile,depozitil de
sterile, spatiile de 200 0 o 300 ¢ 0
preparare i proportionare
dinn bucitirile de lapte si
biberonerii, saloane de
prematuri
dlile de interventii chirurgicale
bignuite, silile de nagteri, 300 0 ] 300 0 0
alcanele de nou-néscuti
aloanele de copii sub 1 an, silile
e aldptare, saloane ATI 500 0 [ 000X 0
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5.2.Controiul microbiologic al suprafetelor si inventarului moale

Controlul dezinfectiei suprafetelor si al inventarului moale este un mijloc de apreciere a
starii de curdienie din unitatea sanitara

Selectarea materialului controlat:
Prelevirile de probe se fac de pe peretii de faianid sau uleiati,mese, tablille paturilor,

paturi, ceargafuri.

Materiale necesare:

-sablon metalic cu latura interiord de 5 sau 10 cm, sterilizat
-tampon de vatd hidrofoba steril, in tub cu 1ml ser fiziclogic peptonat 1%e
-tub de 9 ml ser fiziclogic peptonat 1%e

-un tub cu gelozé inclinata

-un tub cu bulion lactezat, un tub de fermentatie Durham
-0 placs cu mediu selectiv (ADCL, Mac Conkey)

- 0 placd cu mediu AABTL

-un tub cu mediu hiperclorurat lichic

-0 placa cu geloza-singe

-0 placd cu mediu Chapman

-doud placi Petri sterfle

-pipete sterile

Mod de recoltare:
Fiecare probéa se recolteaza cu un tampon de vatd hidrofoba, rasucitd si legata cu ata fa

capatul unei tije de lemn, umezita, inainte de folosire, in 1 ml apa peptonatd 1%e..

Cu acest tampon vom sterge o suprafatd delimitaid de un gablon metalic patrat, cu
iatura intericarad de 5 sau 10 cm, sterilizat.

Stergerea suprafetei se face trecand tamponul de 2-3 ori in sensuri diferite, cu rotirea lui
concomitentd pe toatd suprafata delimitata de sablon

Ritm de recoltare:
Sectii medicale: recoltarea se face ¢ datd pe luna
Sectii chirurgicale (bloc operator, AT! sald nasteri} recoltarea se face de doua ori pe [una.

Examinarea probelor:
Pentru a preveni uscarea tampoanelorinsdmtarea se va face in cel mult 2 ore dupé

recoltare.La fiecare tampon se adaugd 9 ml apd peptonatd1%..Dupad un reapaus de 10-15
minute, se face o agitatie puternici pentru omogenizarea concentratiei bacteriene, obtinandu-se
suspensia brutd de lucru.
Se cerceteaza - numdrul de germeni pe cm?
- prezenta bacilului coli
- prezenia proteus
- prezenta stafilococului hemolitic
Pentru determinarea numarului de germeni, din suspensia brutd se mai face o dilutie
110 in apd peptonatd 1%...Atat din suspensia bruta,cat si din dilutia zecimala se vor incorpora
céte 1ml in geloza 2%, topitd si racitd la 45-50°C, turnata in cutii Petri.
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Dupd 48 de ore de incubatie se numdrd colonile dezvoltate pe cele 2 placi ale fiecarei
probe.Media coloniilor dezvoltate pe ambele plici se raporeazé la 1om cm’de suprafatd sau
inventar moale dupa formula:

Suspensia brutd X 10 + dilutia zecimald X 100/2X suprafata sablonului=germenif cm?

Pentru determinarea prezentei bacilului coli se insdmanteazd 2ml din dilutia bruta de
buliom lactozat cu tub de fermentatie Durham, dupd 48 de ore ficandu-se treceri pe mediile
Lavin, AABTL sau Mac Conkey si confirméri biochimice pentru tuburile care au fermentat
lactoza cu producere de gaz.

Pentru bacilul proteus se insamanteazi tm! din dilutia brutd la baza unei geloze
inclinate, umaérindu-se aparitia fenomenului de catérare caracteristic.

Pentru determinarea prezentei stafilococului hemolitic cu caractere de patogenitate, se
amestecd 2-3m! din suspensia bruti in parti egale cu mediu lichid hiperclorurat. Dupa 24 de ore
la 37°C se fac trecerile pe medile Chapman {solid} si geloza sange 5-10%

Interpretarea rezultatelor:

Limite maxime admisibilef cm? la 10-15min dupé

Denumirea spatiilor controlate curitenie si dezinfectdin
Mumdirul total de Stafilococ patogen, E.coli
germmeni enteropatogen, Proteus

A.Laboraterul de solutii
perfuzabile,depozitul de sterile, spatiile de 2 ]
preparare gi proportionare din bucétiriile
de lapte §i biberonerii, salcane de
prematuri

B.Silile de interventif chirurgicale 2 D
obignuite, silile de nasteri, saloansle de
nou-niscuti

C.Saloaneie de copii sub 1 an, sitile de
aléptare, saloane ATI 3

5.3.Controlul utilajului din blocurile alimentare
Controlul utilajului din blocurile alimentare.

Controlul microbiclogic al veselei, tacamurilor si utilajelor folosite la pregéatirea,
transportul si servirea mesei la persoanele asistate poate da indicatii asupra masurilor
preventive impotriva infecfiilor cu cale de patrundere digestiva.

Selectarea obiectelor
Controlul microbiologic se efectueazi pe tacamuri, vase si unelte de bucétarie, vesela,

in iminenta de a fi folosite ( deci sosite curate). Controlul se face la bucataria spitalului, precum
si la oficiile si saloanele din spital.

Material si ‘modul de recoltare
Pentru recoltdri, se folosesc tampoane din vata hidrofoba, rasucite §i legate cu até la

capatul unei tije de lemn, umezite, inainte de folosire, in 1 ml ap& peptonaté 1%.. Pentru fiecare
obiect se foloseste cate un tampon astfel pregétit, stergéndu-se insistent si cu rotirea
tamponului pe fata intern& a a vaselor de bucatérie si veselei, portiunea uneltelor debucatarie si
a tacamurilor care vine in contact cu alimentele, buzacanilor si paharelor (fata interna si

externd) eic.
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Ritm de recoltare:recoltarea se face semestrial.

Examinarea probelor.

Peste tampeoanele cu recolte se adauga 9 ml apa peptonata 1%. Tamponul se lasa 10-

15 minute Tn repaus, dupd care seface o agitare puternicd pentru eliberarea germeniler de pe

vatd si omogenizarea lor in lichidul de suspensiie.

Prin controlul microbiologic se urméreste prezenta urmatorilor germeni:

bacilul £. cofi enteropatogen,;

vacilul Profeus;

Stafifococul cu caractere de patogenitate.

prezenta bacilului coli enteropatogen se urmareste prin insdmantarea a iml din

suspensia 1/10 Tn bullion lactozat sau BBLY cu tub de fermentare Durham, incubarea

timp de 48 ore la 37-41°C subcultivarea pe mediu Levin sau Mac Conkey si AABTL, din
probele care au produs fermentatia zaharului cu eliberare de gaz.

€. Prezenia bacilului Proteus se stabileste prin fenomenul de cétdrare pe o geilozd 1,5-2%
inclinatd, la baza careia s-a depus 1ml din suspensia de germeni, cu incubare la
37°C timp de 24 de ore.

f. Pentru depistarea stafilococului patogen se ametecd 2-3ml din suspensia microbiana cu
o cantitate egald de mediu de mbogélire hiperclorurat lichid, far dupa 24 de ore de
termostatare se face trecerea pe gelozd sange 510% si mediv solid Chapman. Coloniile
pozitive si hemolitice vor fi cercetate pentru prezenta coagulazei si a fibrinolizei, precum
pentru producerea enterptoxinei.

oo oe

Interpretarea rezultatelor
Nu se admite prezenta nici unuia dintre germenii sus-mentionati.
in anchetele epidemiologice se pot cerceta si alif germeni.
Nu se admite prezenta germenilor patogeni.

6. ANEXE
Buletine de laborator privind rezultatele analizei prebelor

Pagina 7 din 7 Cod: PG. SPCIN.08; ed l/rev.0



