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Cel instrukcji

Celem instrukcji jest przedstawienie prawidtowego sposobu pobierania prébek do badan
referencyjnych wykonywanych w Krajowym Osrodku Referencyjnym ds. Diagnostyki
Bakteryjnych Zakazen Osrodkowego Uktadu Nerwowego (KOROUN).

Zakres stosowania
Niniejsza instrukcja obowigzuje w medycznych laboratoriach diagnostycznych podczas
pobierania probek do badan referencyjnych wykonywanych w KOROUN

Przedmiot postepowania

KOROUN przyjmuje do badan referencyjnych préobki biologiczne takie jak:

- izolaty (szczepy) bakterii wyhodowane podczas rutynowych badarn mikrobiologicznych w
medycznych laboratoriach diagnostycznych (MLD) z materiatow klinicznych pacjenta z
zakazeniem inwazyjnym,

- materiat kliniczny pobrany bezposrednio od pacjenta z podejrzeniem zakazenia
inwazyjnego,

- materiat srédsekcyjny pobrany po Smierci pacjenta.

Sposob postepowania:
1. Pobieranie probek izolatow (szczepdéw) bakteryjnych

a) Do badan referencyjnych nalezy przesyta¢ izolaty bakteryjne wyhodowane z
materiatow klinicznych od pacjentéw z zakazeniami inwazyjnymi nabytymi poza
szpitalem, nastepujacych gatunkdw:

- Neisseria meningitidis,

- Streptococcus pneumoniae,

- Haemophilus influenzae,

- Streptococcus agalactiae,

- Streptococcus pyogenes,

- Listeria monocytogenes,

- Escherichia coli (tylko izolaty inwazyjne wyhodowane od noworodkow).

b) W celu zwiekszenia mozliwosci diagnostycznych badan referencyjnych, wszystkie
izolaty nalezy przesytac:
- na ptytce Petriego na odpowiednim podtozu oraz
- na wymazdéwce w podtozu transportowym, np. w podtozu Amies z weglem.
c) Na plytce Petriego oraz na wymazéwce nalezy przesytaé¢ sSwiezg, czysta
hodowle.
d) Izolat do podioza transportowego nalezy pobiera¢ zwracajgc szczeg6lng uwage na
czystos¢ pobrania.
e) Od dnia wystania izolatu do KOROUN, laboratorium zabezpiecza jego zywotnos¢ tak,
aby byta mozliwos¢ ponownego przestania izolatu do KOROUN:
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- zleceniodawcy z Warszawy i okolic - przez okres do 2 dni,
- pozostali zleceniodawcy — przez okres do 5 dni.
fy W przypadku nieudanego ozywienia izolatu, pracownik KOROUN telefonicznie
poinformuje Laboratorium zlecajgce o koniecznosci ponownego przestania szczepu
do KOROUN.
UWAGA KOROUN wymaga przesytania szczepdw do badan referencyjnych na
dwéch podtozach, poniewaz:

e zastosowanie podtoza transportowego, w wiekszosci przypadkédw zapewnia
ozywienie izolatu,

e w przypadku, gdy w KOROUN nie ozywiono izolatu i nie ma mozliwosci jego
ponownego przestania, izolat mozna zidentyfikowac i okresli¢ jego serotyp lub
grupe serologiczng metodg niehodowlang, tj. metodg PCR z martwej masy
bakteryjnej zebranej z podtoza na ptytce Petriego.

2. Pobieranie materialow biologicznych (klinicznych) od pacjentéw

a) Materiat biologiczny do badan referencyjnych metodg PCR stanowig:
- krew,
- ptyn mézgowo-rdzeniowy (PMR),
- ptyny z jam ciata.

b) Wszystkie probki materiatbw biologicznych pobierane sg zgodnie z procedurami
obowigzujgcymi w oddziatach szpitala.

UWAGA Stosowany sposob pobierania materiatu do badah nie moze zmieniac jego
wiasciwosci.

c) Objetos¢ probdwki lub pojemnika powinna by¢ dobrana do objetosci materiatu. Nalezy
unika¢ przesytania bardzo matych objetosci ptynow (np. krew, PMR) w duzych
probowkach lub pojemnikach.

d) Materiat nalezy pobierac przed podaniem pierwszej dawki antybiotyku.

e) Jesli pacjent jest w trakcie antybiotykoterapii, materiat nalezy pobra¢ przed kolejng
dawka leku, jednak nie pézniej niz w ciggu 72 godzin od wtgczenia antybiotykoterapii.

f) Kazdorazowo, przed rozpoczeciem rutynowych badan mikrobiologicznych prébek
pacjentbw z podejrzeniem zakazenia inwazyjnego, laboratorium powinno
zabezpieczy¢ odpowiednig objetos¢ materiatu klinicznego do badan referencyjnych
metodg PCR:

- PMR: nie mniej niz 200 pl,

- krew petna pobrana na antykoagulant (np. EDTA, cytrynian, heparyna): 1,5-3 ml,
- surowice krwi: 2 ml,

- ptyn z optucnej, ptyn z otrzewnej, ptyn stawowy: nie mniej niz 200 pl.

UWAGA Przestanie wiekszej objetosci probki umozliwia ewentualne powtérzenie
badania oraz rozszerzenie zakresu badan referencyjnych.

a) Jesli w MLD, wynik oceny mikroskopowej preparatu bezposredniego jest ujemny
oraz po dobie hodowli nie stwierdzono wzrostu drobnoustrojéw, do KOROUN nalezy
przesta¢ zabezpieczone probki przeznaczone do badan referencyjnych metoda
PCR.

3. Pobieranie materiatow srodsekcyjnych
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a)

b)

c)

d)

Jesli przed ustaleniem etiologii, zakazenie doprowadzi do zgonu pacjenta, do
badan referencyjnych w KOROUN nalezy przesta¢ materiaty pobrane
Srddsekeyjnie.

Materiat nalezy pobieraé niezwtocznie po zgonie pacjenta, z co najmniej dwéch
roznych tkanek/narzaddw.

Wszystkie probki srédsekcyjne nalezy pobieraé unikajgc kontaminacji - przy uzyciu
jatowego sprzetu/narzedzi i do jatowych pojemnikéw.

W przypadku materiatdéw pobieranych srédsekcyjnie nalezy pobrac:

- krew z komér serca: 2-3 ml od 0s6b dorostych oraz 0,5-1 ml od noworodkéw,

- PMR: nie mnigj niz 200 pl ,

- skrawki sledziony, watroby, nerek lub innych zmienionych chorobowo narzgdow:
o wielkosci ok. 0,5 x 0,5 x 0,5 cm,

- drobne fragmenty zmienionej chorobowo skoéry.

UWAGA Nalezy pamietac, ze identyfikacja rzeczywistych bakteryjnych czynnikdéw

etiologicznych zakazenia w materiatach srédsekcyjnych jest trudna i czesto konczy
sie niepowodzeniem z powodu kontaminacji probek florg endogenng. W krétkim
czasie po zgonie pacjenta moze dojs¢ i zazwyczaj dochodzi do namnazania i
przemieszczania sie flory endogennej, ktéra nie byta przyczyng zakazenia/zgonu.
Dlatego, materiat powinien by¢é pobierany jak do rutynowych badan
mikrobiologicznych, mozliwie szybko po zgonie i jak najszybciej dostarczony na
badania.

4. Oznakowywanie probek

a)

b)

Plytke Petriego oraz wymazéwke z izolatem nalezy czytelnie podpisaé numerem
oryginalnym izolatu identycznym jak na formularzu zlecenia badania
referencyjnego.

Probki  biologiczne pobierane bezposrednio od pacjentéw lub pobierane
srodsekcyjnie nalezy opisaé na etykiecie podajac:

- imie i nazwisko pacjenta lub inicjaty,

- nazwe materiatu,

- date i godzine pobrania materiatu.

5. Formularz zlecenia badania referencyjnego

a)

b)

Do kazdej prébki, nalezy dotgczy¢ wypetniony formularz zlecenia badania
referencyjnego wykonywanego przez KOROUN.

Na formularzu zlecenia nalezy zamiesci¢:

- dane dotyczgce/identyfikujgce pacjenta,

- dane dotyczace zastosowanej terapii,

- dane dotyczgce materiatu do badan,

- dane teleadresowe jednostki zlecajgcej i osoby upowaznionej do otrzymania
wyniku badania.

Formularz zlecenia badania referencyjnego znajduje sie na stronie internetowe;j
KOROUN (www.koroun.edu.pl).
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d) Szczegb6towy opis poprawnego wypetniania formularza zlecenia badania
przedstawia instrukcja ZE/IT 5.10/006.

6. Przechowywanie prébek przed wystaniem do KOROUN

a) Szczepy bakteryjne na ptytkach Petriego oraz w poditozu transportowym nalezy
przechowywac w temperaturze pokojowej zgodnie z instrukcjg producenta podtoza
i jak najszybciej przesta¢ do KOROUN.

b) Materiaty biologiczne (kliniczne) pobrane od pacjenta nalezy przechowywac¢ w
temperaturze lodéwki do 7 dni od pobrania. W przypadku dtuzszego
przechowywania, materiat nalezy zamrozi¢ w temperaturze -20°C lub nizszej.

c) Materiaty pobrane srddsekcyjnie nalezy przechowywa¢ w temperaturze lodéwki do
2 dni od pobrania. W przypadku diuzszego przechowywania, materiat nalezy
zamrozi¢ w temperaturze -20°C lub nizszej.

7. Kryteria przyjecia probek do badan referencyjnych w KOROUN

KOROUN moze nie podjg¢ czynnosci wykonania badan referencyjnych prébek:

- nieidentyfikowalnych (niewtasciwie oznakowanych, ktérych nie mozna powigzac z
danymi ze zlecenia),

- 0 zbyt matej objetosci,

- zniszczonych (rozlanych, wyschnietych, uszkodzonych),

- nieprawidtowo transportowanych - czas transportu przekraczajgcy dwie doby, zbyt
wysoka lub zbyt niska temperatura transportu,

- pobranych na niewtasciwe podtoze,

- bez zlecenia badania,

- nieprawidtowo pobranych (sucha wymazoéwka),

- pobranych w niewtasciwym czasie od rozpoczecia antybiotykoterapii.

Odsytacze:
1. Instrukcja operacyjna standardowa nr ZE/IT 5.8/006 ,, Wypetnianie zlecenia badania
referencyjnego wykonywanego w KOROUN’

Zataczniki:
1. Zlecenie badania referencyjnego w KOROUN — wz6r formularza

KONIEC




