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LABORATORUL DE MICROBIOLOGIE

Laboratorul de microbiologie, prin constructie, compartimentare, dotari si
functionalitate trebuie si asigure:

m folosirea cat mai eficienta a forfei de munca;

m securitatea personalului, a colectivitatii si a probelor examinate.

1.1. PLANUL LABORATORULUI

1.1.1. Planul de ansamblu

Orice laborator de microbiologie presupune urmitoarele compartimente: de recep-
turd, de investigatii, de pregatire a sticlariei, de preparare si conditionare a mediilor de
culturi si a reactivilor, de depozitare (sticlarie, medii de culturi, reactivi), birou, depen-
dinte pentru necesitatile igienice ale localului i personalului. Dimensionarea acestor com-
partimente este conditionata in ultima analizd de numarul examenelor solicitate,

Laboratorul de microbiologie trebuie sa functioneze dupi principiul circuitului in sens
unic, cel mai bine realizat prin dispunerea in lungul unui coridor a unor camere care
nu comunici intre ele, singurul acces in fiecare camer3 fiind prin acest coridor (figura 1.1). In
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Fig. I.1, Planul de ansamblu al unui laborator de microbiologie care lucreaza cu 12 tehnicieni per turd pentru
examenul prelevatelor patologice (sugestie). Observati gruparea modulelor de lucru in «U»



acest mod la o extremitate se efectueazd activitdtile emurdare», iar la cealaltd extremitate
cele «curate». Plasarea diferitelor activitati in lungul scalei «curat» spre «murdar» se face in
functie de riscul contaminarii. Astfel la o extremitate sunt plasate camerele pentru prepararea
si conservarea mediilor de cultura, iar la cealaltd extremitate cele pentru receptionarea si
examinarea prelevatelor patologice.

1.1.2. Planul principalelor compartimente

.~ Locurile de munci trebuie concepute si dotate ca unitati in care functiile specifice
fiecirui compartiment sunt realizate independent de restul laboratorului. Numai in acest
mod se pot evita deplasari inutile de persoane si materiale cu risc de contaminare i
daunatoare unei activitati eficiente. Doar in cazuri exceptionale se va permite deplasarea
unor aparate (microscoape, centrifuge etc.) dintr-o incapere in alta,respectand intotdeauna
sensul de la «curat» spre «murdar». .

In compartimentul de investigatie microbiologica sau serologica trebuie rezervati
pentru fiecare tehnician cca 16 mz, suprafata in care dotarile pot fi dispuse ergonomic fara
perturbarea reciproca a aparatelor concomitent in funcfie (de exemplu, microscopul nu
poate functiona pe aceeasi masa cu centrifuga, frigiderul nu poate fi plasat langa in-
cubatorul de 37°C).

Pentru laboratoarele mici cu volum redus de analize, incadrate cu un singur teh-
nician, locul de muncd poate fi dispus liniar (figura 1.2) si presupune o masa sau o consola
de 2—6 m/75 cm cu blatul la cca 75 ¢m de la dusumea si un spatiu pentru picioare larg
de cca 65 cm si tot atat de inalt, care permite asezarea confortabild pentru lucru pe un
scaun rotativ cu suport solid pentru spate.

Un modul in «L» asigurd o suprafatd mai mare de lucru si poate fi amplasat con-
venabil in colturile incaperii. Pe latura mare se poate lucra in pozitie asezat, iar latura
micd poate fi inaltata la cca 95 cm pentru lucru in pozifie ortostatica (figura 1.2).

Modulul in «U» este cel mai efi-
cient pentru o gama mai diversificata |
de examene sau examene cu etape mul-
tiple (de exemplu, centrifugare,
microscopie, insdmantari s. a.). Frontul
minim de lucru pentru un tehnician
este de 2 m liniari masi pe fiecare
laturd a literei «U», de unde rezulti
necesard o suprafatd de cca 10 m?,
Pentru activitatea concomitenta a 2 1
tehnicieni frontul de lucru trebuie sa Modul
creascd la 5,25 m masa pe latura trins
dreapta si cea stangi ale literei, ceea ce
impune o suprafati minima de 22 m? I
(figura 1.2).

Pentru laboratoarele mari, care o
functioneazd cu mai mult de doi teh- 7
nicieni concomitent, cea mai eficienta
este gruparea de module in «E» cu
separarea lor partiald prin paravane = S
longitudinale din sticla (figura 1.2). g y
Avantajele gruparii modulelor de lucru g ;> Module de lucru pentru tehnicianul microbiolog,
in «E» sunt indiscutabile: sugestii pentru configuratii (dupd C. R. Baisden, 1985)
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= front de lucru mai mare in raport cu suprafata ocupata,

s folosirea in comun de citre 2—4 tehnicieni a incintelor pentru securitate
microbiologica, a spatiilor de refrigerare, incubare etc.;

= utilizarea carucioarelor prin spatiul comun in vederea aprovizionarii modulelor de
lucru cu materialele necesare elimind deplasérile frecvente ale personalului;

w di impresia individualitatii pentru fiecare tehnician, asigurand insa supravegherea
permanenii a activitatii de catre seful laboratorului.

In compartimentul de spalare si conditionare a sticliriei dispozijia instalatiilor,
aparatelor, masinilor si a meselor de lucru trebuie sa asigure fluxul nestanjenit al
materialelor de la autoclavi (ele) pentru sterilizarea recipientelor contaminate spre bacul
(masina) de spilare, rastelul (dulapul) de uscare, mesele de ambalare si etuva(ele) de
sterilizare (vezi si 2.3.2). Dispozitia liniara in lungul peretilor este satisfacatoare. Aceeasi
dispozitie este eficienta si in compartimentul de preparare a mediilor de cultura si reac-
tivilor, unde trebuie si existe o incinta sterila cu aer laminar pentru conditionarea mediilor
de culturd care nu mai suporta sterilizari pana la utilizare (de exemplu, turnarea placilor
cu medii agarizate).

1.2. CONSTRUCTIA SI INSTALATIILE

Conductele si reteaua electrica trebuie incluse in pereti, iar cAnd nu este posibil,
urmeaza sa li se asigure un traseu pe peretii culoarului cat mai mare. Peretii interiori trebuie
si fie netezi si s34 permita spalarea si dezinfectia periodicd. Tavanul urmeaza sa absoarba
cat mai bine sunetele, sa fie neted, simplu, fara profiluri care refin praf. Dusumeaua trebuie
sa fie rezistenta, fara fisuri, usor de spalat si dezinfectat.

Usile glisante reduc curentii de aer in incaperile cu risc de contaminare. Usile batante
trebuie 53 asigure accesul spre culoar in incéperile termostatate la 4 sau 37°C (figura 1.1).

Laboratorul necesita urmatoarele instalatii: electricd, de gaz, de apa rece, calda
si deionizata, de incalzire si de aer conditionat. Existenta unei instalatii centrale de
aburi conditioneaza folosirea autoclavelor orizontale moderne. In limita posibilitatilor,
o instalatie centrala de vacuum si una de aer comprimat amelioreazd mult conditiile de
lucru.

Instalatiile de aer conditionat si de incalzire trebuie si asigure temperaturd si
umiditate constanta pe tot parcursul anului, reducand la minimum curentii de aer in ariile
de activitate.

Sistemele exhaustoare vor fi prevazute pentru locurile de lucru unde apar vapori
iritanti (manipularea unor reactivi), aburi (functionarea autoclavelor, masinilor de spalat
etc.) sau mirosuri neplacute (culturi ale bacteriilor anaerobe, enterobacteriacee).

Iuminarea corectd a locurilor de lucru, fiarad reflexe sau umbre supiaritoare,
asigura precizia manipuldrilor. Pentru aceasta tehnicienii vor lucra in fata ferestrelor, iar
corpurile de iluminat si tuburile fluorescente, care asigurad lumina «de zi», vor fi fixate pe
tavan. Sursele suplimentare de lumind pot fi plasate dupa necesitatile fiecirui loc de
activitate.

Este foarte important ca instalatia electriciA sa faca fatd sarcinii impuse de
functionarea concomitenti a aparatelor din laborator sau din restul cladirii (mai ales cand
in circuit intrd mari consumatori ca aparatura radiologica, statia centrala de aer conditionat
etc.) si sd asigure curentul sub tensiune stabilizata. Prizele vor fi prevazute la distante de
1,5—2 m una de alta in compartimentele de lucru, inclusiv in lungul fronturilor de lucru
multimodulare.
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Chiuvete din materiale necorozive cu instalatie de apa rece si calda trebuie prevazute
la extremitatea fiecarui modul de lucru al tehnicienilor. Bacurile din compartimentul de
spalare a sticlariei impun aceleasi exigente.

1.3. MOBILIERUL

Mai convenabil este mobilierul de tip modular, care poate fi confectionat din lemn,
otel sau masa plastica rezistenta.

Blatul meselor trebuie sa fie neted, neinflamabil, impermeabil si necoroziv, pentru
a fi usor de spilat si dezinfectat. Culoarea neagra evita reflexele supérdtoare si permite
urmarirea facila a culturilor in plici Petri, a reactiilor de aglutinare pe lama etc. Sticla
Securit neagra satisface toate aceste exigente.

Dulapurile cu uga glisanta plasate pe masa si sub masa de lucru asigura depozitarea
materialelor necesare fiecirui modul de lucru. Este indicatd si ancorarea lor la perete.

Rafturile sunt necesare spatiilor de depozitare. Pentru sticlarie, medii de cultura si chimi-
cale necorozive, mai convenabile sunt cele din lemn sau aluminiu.

1.4. ECHIPAMENTUL

Repartitia echipamentului de laborator depinde de profilul fiecarui loc de activitate
(tabelul 1.1).

1.4.1. Microscoape si lupe

Microscopul optic cu fond luminos intrd in dotarea fiecarui modul de investigatic
microbiologica. O lupd de mand este necesard pentru examinarea coloniilor, iar o lupd stereo-
scopicd faciliteazd urmarirea coloniilor foarte mici.

Pentru microscopia cu fond negru, cu contrast de fazd si cu fluorescentd este necesara
o camerd obscurd.

Aminunte privind microscoapele vezi in capitolul 3.

1.4.2. Incubatoaré, bai de apa sau de nisip

Incubatoare de 35—37°C cu volume adecvate pot fi repartizate la fiecare modul de
lucru. Cele reglate la alte temperaturi vor fi repartizate numai modulelor unde sunt
necesare si pot fi utilizate in comun.

Camerele termostatate la 35—37°C sunt necesare pentru incubarea culturilor in
volume mari sau /si celor cu crestere lentd (de exemplu, cultivarea micobacteriilor,
hemoculturii etc.). Pot fi amenajate in inciperi mici, speciale sau in coltul unei incaperi
mari. Daci incaperea este prea inalti, se va instala un tavan improvizat. Peretii vor fi bine
izolati termic, iar usa, glisantd prevazutd cu garnituri de etansare. Instalatia de incalzire
electricd, termostatatd, trebuie si asigure repartitia uniformi a temperaturii, controlate
prin termometre plasate la 0,5 si 2 m de la podea. Suprafetele interioare placate cu material
plastic, dusumeaua din scindurad de lemn tare, cit si rafturile din aluminiu trebuie sa



reziste la umiditatea proprie acestor incinte, precum i la spilarea si decontamindrile

frecvente necesare combaterii prafului si a mucegaiurilor.
Bdile de apd, pentru inactivarea unor suspensii microbiene si decomplementarea

serurilor sau incubarea unor reactii antigen-anticorp, trebuie termostatate si previzute cu

capac, preferabil din sticla, inclinat, pentru a permite scurgerea apei de condens.
Baia de nisip termostatata la 75—85°C este necesard pentru coagularea in panta a

unor medii de cultura si tyndallizarea lor.

Tabelul 1.1. Echipamentul compartimentelor din laboratorul de microbiclogie

Locul de muncd al microbiologului

ki
Anse Baie de apid
Pipete Pasteur Incubator
Pensa Frigider
Tampoane Pipete gradate
Baghete de lemn Propipete
Etalon nefelometric Placi din material plastic cu godeuri psntru reactii
Bec de gaz sau incinerator serologice
electric Eprubete
Lame 8i lamele de microscop Plici Petri
Platind incélzitoare Stative pentru eprubete
Stativ pentru coloratii Tévi pentru flacoane
Baterie de coloranti gi reactivi pentru microscopie Containere pentru materialul contaminat
Microscop, lupd Borcane pentru pipete contaminate
Centrifugd si balanji pentru echilibrare Incintd de siguranfi
Trompd de api microbiologicd
Camera pentru receptura prelevatelor patologice :
Registre Frigider
Stative pentru eprubete Tampoane 8i recipiente pentru prelevarea probelor
Téavi pentru flacoane (sunt preluate prin delegatii sectiilor din spital)
Incubator de 37°C

Sectorul pentru spilarea si pregitirea sticliriei

Autoclavdi; de preferat verticald cu perete simplu Preferabil, o magind pentru spdlat sticliria
Bacuri, lighene si caldari din plastic, seturi de perii si | Dulap pentru uscat sticliria spilata sau, in lipsa, ras-
instalatie pentru spilat pipete tele corespunziloare

Etuve

Cutii pentru ambalarea materialelor de sterilizat

Sectorul pentru prepararea/ conditionarea mediilor de culturd si a reactivilor

Autoclava (e) Pompi de vid sau trompa de apa

Baie de apa Filtre sterilizante pentru lichide

Baie de nisip Distribuitoare pentru medii de culturd

Mic incubator de 60°C pentru testele biologice de Incintd cu curent de aer laminar pentru repartitia
sterilizare asepticd a mediilor de culturd

Balanta tehnica Seturi de recipiente pentru conditionarea mediilor de
Balanta farmaceutica culturd si reactivilor

Balantd analitica
Agitator electromagnetic

NOTA: In policlinici sectorul de recepturi va fi previizut cu o camerd (e) pentru prelevarea probelor

de la pacientii programati. Echipamentul necesar camerei de prelevare a probelor poate fi urmarit in
capitolul 3, in funclie de nomenclatorul analizelor efectuate de laborator.




1.4.3. Refrigeratoare

Frigiderele de 4°C cu volume corespunzitoare pot fi repartizate individual sau grupate
pe module de lucru. Conservarea mediilor de culturd conditionate pentru lucru, a unor
reactivi etc. in laboratoarele mari se face in camere frigorifice. Conservatoarele de —25°C
vor fi instalate intr-o incidpere separata.

1.4.4. Centrifuge

Centrifugele de 3 000 rot/min, care asigurd sedimentarea bacteriilor din volume de
15—50 ml intr-un interval de timp rezonabil, sunt suficiente pentru activitatile curente din
laboratorul de microbiologie. Sunt de preferat cele cu rotor orizontal celor cu rotor angular,
pentru ci genereazd mai putini aerosoli. Din aceleasi motive de securitate microbiologica
se vor folosi pentru centrifugare numai tuburi cu capac insurubat sau aplicat. Cate o
centrifuga, cu balanta pentru echilibrarea tuburilor, va fi repartizata la fiecare modul unde
se impune sedimentarea bacteriilor si celulelor {examenul lichidului cefalorahidian, al urinei
etc.). '

Reguli pentru folosirea centrifugelor:

1. Se selecteaza doua tuburi egale intre ele ca lungime si grosime. In unul se repar-
tizeaza fluidul de centrifugat, in celalalt, apa, la o inaltime egala, fara a depasi o limita
de 2 cm sub buza tuburilor.

2. Se plaseazi tuburile in cupele perechi ale centrifugeisi se asaza vertical perechile
tub—cupa in stativul de pe talerele balantei.

3. Folosind o pipeta Pasteur, se toarnd alcool de 70° in cupa mai usoara pana la
echilibrare. '

4, Se plaseazi in rotor, diametral opus, perechile cupa—tub echilibrate.

5. Se inchide capacul centrifugei.

6. Se mireste treptat viteza de centrifugare pani la acceleratia dorita.

7. La sfarsit, se deschide centrifuga numai dupa oprirea completd a rotorului.

Precautii:

1. Se verificd daci amortizoarele de cauciuc sunt in cupe; astfel se va evita spargerea
tuburilor. '

2. Se verifica echilibrul initial al balantei.

3. Nu se va echilibra tubul de centrifugat cu un tub de altd forma sau cu un tub care
contine material solid. Desi masele vor fi egale, pozifia diferita a centrelor de greutate in
timpul centrifugarii va produce vibratii periculoase prin dezechilibrarea centrifugei.

4. Se verifica daca perechile cupai—tub au fost plasate diametral opus, mai ales la
rotoarele multiloculare.

5. Nu se centrifugheazi materialul infectios in tuburi fard capac si nici in tuburi cu
dop infundat, pentru ca se va infunda si mai tare, cele de bumbac patrunzand in fluidul
din tub.

6. Nu se forteaza cu mana franarea rotorului.



1.4.5. Balante

Sunt necesare urmitoarele tipuri de balante:

= Balante tehnice pentru prepararea mediilor de culturi, solutiilor saline si a solufiilor
dezinfectante in volume mari.

m Balanje farmaceutice pentru prepararea solutiilor de coloranti si a solutiilor de
reactivi sau unor medii de culturd in volume mici.

= Balanta(e) analitici(e) pentru cantarirea exactad a antibioticelor etalon sau a unor
reactivi in cantitati mici.

» Balante pentru echilibrarea tuburilor de centrifuga: balante mici cu doua talere
prevazute cu stativ pentru cupe.

1.4.6. Omogenizatoare, agitatoare, dispozitive de triturare
a tesuturilor si rupere a celulelor

Curent, pentru triturarea si omogenizarea tesuturilor sunt folosite mojare sau, mai
eficient pentru volume mici, tuburi Griffith. Dupa caz, triturarea tesuturilor se poate face
in stare nativa sau congelata, folosind sau nu substante abrazive (pulbere de cuart, sticla
Pyrex etc.). In laboratoarele mari, pentru activitatea de cercetare pot fi utilizate
omogenizatoare cu mare viteza cu cutite si dezintegratoare ultrasonice.

Agitatoare rectilinii (cu miscare de du-te-vino) sunt folosite mai des pentru aerarea
culturilor bacteriene in bulion. Agitatoarele rotative tip Vortex sunt utile fiecarui tehnician
pentru omogenizarea tuburilor cu suspensii bacteriene, pentru solvirea rapida a unei sub-
stante in volume mici in eprubete, iar cele electromagnetice pentru a favoriza solvirea unor
substante la o temperatura dati in volum mediu de diluent (in flacoane Erlenmeyer).

1.4.7. Aparate pentru distilarea apei

Aparatele pentru distilat apa necesara mediilor de culturad trebuie sa fie din sticla.
Pentru alte destinatii apa poate fi distilata si in aparate metalice.

1.4.8. Distribuitoare pentru medii de cultura

In laboratoarele mici se poate folosi un dispozitiv cu palnie sau o pipeta Chamberlain.

Dispozitivul cu palnie. La o palnie cilindrica sau conica de 1—2 |, prevazuta cu capac,
se adapteazd un tub de cauciuc sau plastic autoclavabil terminat cu un tub de sticla etilat.
O clema, manipulata manual, deschide si inchide circuitul. Intregul dispozitiv, sterilizat la
autoclava,este fixat pe un stativ de retorta si permite repartizarea in tuburi a unor volume
aproximativ egale, prin comparatie cu un tub martor, in care este masurat volumul dorit.
Volumele egale de mediu se pot repartiza semiautomat, daca la dispozitivul cu palnie se
adauga o seringa. Asepsia insd nu poate fi garantata, deci dispozitivul nu poate fi folosit
la repartitia mediilor care nu se mai pot steriliza inainte de utilizare.

Pipeta Chamberlain este mai convenabild pentru repartizarea in placi a mediilor
agarizate. Pipeta cu tubulatura anexatd se sterilizeaz la autoclavd.Aspirand cu gura prin
tubul A, mediul sterilizat este introdus in balonul B pan# la nivelul dorit. Pentru repar-
tizare, tubul C se introduce in recipientul de umplut inclinAnd balonul B. Scurgerea
mediului inceteazi cand balonul B este readus la orizontald, pentru ca nivelul flunidului sa
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ajunga sub orificiul superior al tubului C.

Pentru repartizarea unor volume exacte de mediu in laboratoarele mari sunt indi-
cate aparate automate de repartizat, care functioneaza cu pompa peristaltica sau cu pompa
tip seringa actionate prin pedala, manual sau electric.

1.4.9. Containere pentru materialul contaminat

Gdaleli cu capac din tabdld de cupru sau emailata, cu diametre si forme corespunzatoarc
autoclavelor din sectorul de spalare a sticldriei, sunt folosite pentru colectarea materialelor
reutilizabile de la fiecare loc de lucru,

Saci din material plastic rezistent sunt utilizati pentru colectarea si transportul catre
autoclava si subsecvent la incinerator, al materialelor de unica folosinta contaminate. Acesti
saci vor fi evident marcati: «Material contaminat de laborator. Pericol de infectie». Vor
avea o anumiti culoare pentru a nu fi confundati cu sacii in care se transporta halatele
murdare ale personalului de laborator.

Borcane cu solutie dezinfectantd pentru colectarea pipetelor gradate reutilizabile,
separat de pipetele Pasteur, lame si lamele de microscop sau alte articole mici de unica
folosinta, trebuie prevazute pentru fiecare loc de lucru.

1.4.10. Aparatura si dispozitive pentru sterilizare si dezinfectie
(vezi capitolul 2)

1.4.11. Incinte de siguranta microbiologica
(vezi 1.5.5)

1.4.12. Echipament din sticla, plastic si articole mici de laborator

Recipientele utilizate in microbiologie trebuie sa fie din sticla neutra, pentru a nu
altera pH-ul continutului, si suficient de groasa, pentru a evita contaminarea mediului prin
spargerea lor.

Articolele din plastic sunt de doud categorii: cu unica folosinta si reutilizabile. Cele
cu unica folosinta, cum sunt cutiile Petri, containerele pentru prelevate patologice, ansele
calibrate, se distrug prin autoclavare, de accea sunt ambalate si sterilizate de catre
producdtor. Cele reutilizabile pot fi sterilizate prin autoclavare.

Eprubetele trebuie sd aiba gura dreapta, fara bor. Cele mai convenabile dimensiuni
sunt 120 X 12 mm pentru volume de 2—4 ml mediu, 160 X 16 mm pentru volume de
5—10 ml, 200 x 20 mm pentru volume de 10—15 ml si 250 x 25 mm pentru volume de
20 ml.

Tuburile Durham sunt mici tuburi de sticla de 25—30 X 5—6 mm inchise la un capat
si introduse cu gura in mediul de cultura lichid pentru a detecta formarea de gaz.

Baloanele cu fund plat si flacoanele Erlenmeyer cu volume de la 100 pana la 1000 ml
sunt utilizate pentru pastrarea mediilor de cultura preparate.

Curent, in laboratoarele noastre eprubetele si flacoanele sunt busate cu dopuri de
vata nehidrofila invelitd in tifon. Protectia temporard de contaminare poate fi asigurata
prin acoperire cu o foilad de aluminiu. Cea mai sigurad este insd inchiderea eprubetelor si
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Fig. 1.3. Pipeta Ependorf digitald ajustabild pentru volume variate

flacoanelor prin capace de polipropilend insurubate. Acestea sunt fabricate in diferite culori
si sunt reutilizabile. :

Cutii Petri. Cutiile din sticla sunt inca larg utilizate. Cele din sticla borosilicat suflata
nu se zgarie, sunt perfect plate si usor de stivuit, dar sunt scumpe, fragile si impun atentie
la spalare. Cele din sticla presatd sunt mai groase, au striuri si fundul mai mult sau mai
putin convex, se zgarie usor, dar sunt mai ieftine $i mai rezistente.

Cutiile Petri din plastic cu utilizare unicd sunt ieftine, perfect plate, usor de
manipulat si stivuit, dar presupun o industrie specializata capabila sa le produca.

Recipiente pentru prelevate patologice. In tarile dezvoltate se folosesc containere
universale din plastic dispozabil, cu volum de 28 ml si capac insurubat. Pentru probele cu
volum mare sunt indicate borcane rezistente cu capac insurubat. In lipsa acestor facilitati
se poate recurge la flacoane farmaceutice cu gura larga si capac insurubat, borcane din
sticla cu volum de 200—400 ml si capac insurubat sau aplicat (mai putin sigur).

Pipete Pasteur. Furnizorii industriali ofera pipete Pasteur din sticla sau polipropilena
scurte si lungi, cu calibrul de 6—7 mm. Acestea se sterilizeaza, ca si pipetele gradate,
ambalate in cutii de aluminiu. In lipsa, pot fi manufacturate in laborator din tub de sticla.

Pipetele gradate din sticla cu capacitate de 1; 2; 5; 10 si 25 ml se folosesc busate cu
vata nehidrofila la extremitatea de suctiune pentru a preveni contaminarea fluidului pipetat
cu microbi din propipetd. Eventualele mustati de vata din afara orificiului trebuie arse in
flacara inainte de a adapta pipeta la propipetd, altfel adaptarea nu este etansa din cauza
vatei prinse intre sticla pipetei si propipeta si se va pierde din continutul pipetei.

Propipetele. In laboratorul de microbiologie aspirarea cu gura a fluidului in pipete
este interzisa. Pipetarea se va face numai cu propipete. Cea mai simpld propipeta este o
para de cauciuc adaptata la extremitatea de suctiune. Pipetari exacte $i mai comode permite
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o para de cauciuc prevazuta cu supape sau diferite tipuri de propipete
automate cu volume reglabile, la care se adapteaza pipete gradate
sau varfuri din plastic dispozabile (figura 1.3).

Lame si lamele de microscop. Pentru necesitatile microscopiei
in microbiologie sunt suficiente lamele cu margini simple, mai ieftine
decat cele cu margini polisate. Reamintim cd obiectivele puternice
sunt corectate numai pentru laméle cu -grosimea de 0,17 mm (sau
ar. 1), de forma patrati, livrate in cutiute cu 100 bucati.

Stative si panere. Pentru tuburi si flacoanele cu medii de cul-
turd sunt indicate stative autoclavabile din propilend sau metal
acoperit cu propilend, care reduc riscul spargerii eprubetelor, un
dezavantaj al stativelor din metal. Stativele din lemn sunt neigienice.

Cosurile din sarma sunt riscante pentru incubarea si transpor-
tul eprubetelor cu culturi: riscul spargerii si scurgerii lichidului.
Pentru eprubete sunt mai convenabile cutii din propilena, iar pentru
flacoane, tavi din aluminiu dimensionate pentru 10—100 flacoane,

B

dupa calibrul lor. Cosurile din sarmd radman rezervate numai i i B &
i ; ; 3 Fig. 1.4. Fire pentru
recipientelor cu material neinfectios. insimaniare

Firul de insdmantare este confectionat din sarma inoxidabila
de platina sau crom-nichel cu grosime in functie de consistenta materialului microbian de
manipulat. Este fixat intr-un portfir din metal, care trebuie tinut perfect curat prin frecare
periodicd, usoarid, cu smirghel fin, a extremitafii inferioare pentru indepartarca
materialului carbonizat. Portfirul din sticld este contraindicat.

Firul drept (perfect drept) se utilizeaza pentru insimantari prin intepare, ansa (firul
buclat la o extremitate), pentru insdmantarea in medii lichide si pentru epuizarea inoculului
in striuri pe suprafata mediilor solide, iar firul spatulat, pentru manipularea coloniilor
microbiene cu consistentd deosebitd (figura 1.4).

Etalorul de inoculum este o bagheta din sticla cu diametrul de 3—4 mm cudata in
L prin incaizire in flacara la cca 36 mm de extremitate. Se foloseste pentru cantificarea
bacteriilor prin dispersia uniforma pe placa cu mediu agarizat a unui volum dat de
inoculum.

Becuri de gaz. Becurile Biinsen ofera o flacari cu temperaturi de la 700 la 1000°C,
in functie de aerare, care se face la presiunea atmosferica, prin doui orificii diametral
opuse la partea inferioara a becului. Becurile Mecker oferd o flacard mai mare si mai
fierbinte: de la 700 la 1200°C, cand aerarea se face la presiunea atmosferici, prin coroana
de orificii de la baza becului, sau 1700°C, cand arderea se intrefine cu aer comprimat.

Alte articole de dimensiuni mici necesare locului de lucru al microbiologului. Pensa
de disectie, bisturiul, foarfecele pot fi tinute la dispozitie, impreuna cu ansele, intr-un
pahar conic. Tampoanele de vatd similare celor pentru prelevarea exsudatelor de pe
suprafete (figura 3.1) sunt necesare etalarii inoculului pentru antibiograma difuzimetrica.
Tijele porttampon din lemn (baghete) sterilizate in cutii de aluminiu sunt utile pentru
manipularea probelor de sputé, bucatile de panza pentru dezinfectia curenta a suprafetelor
sau dupi scurgeri accidentale de material infectios.
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1.5. REGULI DE COMPORTARE_SI REGIMUL ANTIEPIDEMIC

Activitatea in laboratoarele de microbiologie implicd riscul contractarii unor
infectii, care pot fi grave. Prevenirea infectiilor de laborator si raspandirii lor eventuale in
colectivitate impune cunoasterea:

= riscului potential reprezentat de microorganismele manipulate;

m clilor prin care ele patrund in organism;

m metodelor corecte de limitare a accesului acestor organisme la cdile de transmitere
si portile de intrare in organism.

1.5.1. Clasificarea microorganismelor in functie de riscul infectios

Organizatia Mondiala a Sanatatii clasificd agentii infectiosi in patru grupe de risc
infectios individual si pentru colectivitate (tabelul 1.2).

Tabelul 1.2. Clasificarea agentilor infectiosi in raport cu riscul infectiei de laborator (dupa

O. M. S., 1983)
Grup Risc Exemple
I Individual redus | Microbi nepatogeni pentru adultul sinitos; posibil oportunisti pentru gazda im-
Colectiv redus unocompromisa: Staph. epidermidis,
Bacillus subtilis, vaccinuri vii atenuate:
I Individual = Nematode (stadii infective), trematode, cestode, proto-
moderat zoare parazite pentru om
Colectiv redus a Fungi dermatofiti sau oportunisti
= Bacterii:
Bacili dizenterici Bacil difteric
Bacili tifici Clostridium tetani
Salmonele netifoidice Micobacterii condifionat
Vibrioni patogene
Stafilococi aurii Spirocheti
Pneumococi Legionella
= Yirusuri:
Virusul gripal Enterovirusuri
Herpesvirusuri umane Agenti ai encefalopatiei
Poxvirusuri spongiforme transmisibile

(altele decat virusul variolei)
= Numai pentru microscopie, izolare si identificare uzuala:

Streptococi piogeni Yersinia pestis
Meningococi Bacillus anthracis
Gonococi Clostridium botulinum
Pseudomonas
pseudomallei Virusul CML

s Numai la microscopia si insimaniarea prelevatelor
patologice:
Bacilii tuberculozei Brucella
Francisella tularensis Fungi dimorfi

= Numai la manipuldri nonpropagative (serologie.
colorarea amprentelor de organe):
Rickettsii (tifos exantematic, Virusurile hepatitelor
febre patate) B, C
Coxiella burneti HIV
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Tabelul 1.2 (continuare)

Exemple

Grup Risc
11 Individual mare w De la inoculare pani la identificare:
Colectiv redus Rickettsii (tifos, febre patate) Coxiella burneti
w Numai la manipularea culturilor:
Bacilii tuberculozei Brucella
Francisella tularensis
» Numai la manipularea materialelor cu spori infectanti
(sol, cultura formelor filamentoase):
Fungi dimorfi
» Numai cdnd existd risc de aerosoli: concentrare de
material infectios, manipularea culturilor in cantititi mari:
Gonococ Pseudomonas pseudo-
Meningococ mallei
Bacillus anthracis Virusurile hepatitelor B,C
Clostridium botulinum Virusul CML
= Numai cind este risc de aerosoli sau se manipuleaza tul-
pini rezistente la antibiotice:
Yersinia pestis
v Individual mare Virusurile febrelor hemoragice: Junin, Marburg, Congo-Crimeea, Omsk,

Colectiv mare

Lassa, Ebola, Machupo
Virusul encefalitei acariene de priméavara-vari

1.5.2. Cai de transmitere si porti de intrare in organism ale

infectiilor de laborator

Agentii infectiosi patrund in organism prin mucoasa digestivad (ingestie), prin pul-
moni (inhalare), prin piele (injectare) si prin conjunctiva oculara (tabelul 1.3).

Riscul ingestiei de agenti infectiosi apare in cursul pipetdrii cu gura, a introducerii
in gurd a degetelor si obiectelor de pe mesele de laborator (creioane, tigari, alimente)
contaminate prin scurgeri sau stropiri neobservate ori fiind insuficient dezinfectate.

Tabelul 1.3. Doze infectioase pentru 25—50% din voluntari (dupad W. E. Barkley si A. G. Wedum,

1977)
Boala sau agent cauzal Cale de patrundere Doza!

Febrd Q Inhalare 10
Tularemie Inhalare, transcutan, ingestie 10
Sifilis Intradermic 57
Shigella flexneri Ingestie 180 °
Antrax Inhalare, transcutan, ingestie : 1300
Febra tifoida Ingestie 105
Shigella sonnei Ingestie ' >10°
Holera Ingestie 108
Escherichia coli Ingestie 108

lDoza in numar de organisme

Riscul inhaldrii apare la manipulari generatoare de aerosoli

ale materialelor

-
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infectioase (fabelul 1.4). Mari generatoare de aerosoli sunt culturile liofilizate la des-
chiderea sau spargerea fiolelor (1 215 particule viabile/m3 af:r,3 respectiv 43 551 /m3) sau

spargerea unor flacoane cu culturd (13 959 particule viabile/m

)s

Tabelul 1.4. Rangul parficulelor viabile din esantioane de aer prelevate in cursul unor proceduri
de laborator sau accidente generatoare de aerosoli (dupd W. E. Barkley si A. G. Wedum, 1977)

Procedurd de laborator Particule viabile
Pipetarea a 50 ml culturd in eprubeta de 50 ml 0—5,5
Scoaterea dopului de bumbac de la un tub centrifugat 0,8—5.0 |
Scoaterea dopului de bumbac umezit dupa agitarea unui flacon 0—35
Epuizarea inoculului pe placd Petri 0—20
Introducerea ansei fierbinti in 100 ml culturé 6—24
Decantarea intr-un flacon a culturii centrifugate 0—115
Agitarea unei culturi in omogenizator cu capacul insuficient strins 77—1246
Spargerea unui tub de 50 ml in centrifuga 80—1800

Stropii de fluid infectios ajunsi in ochi pot determina infectii grave.

Transmiterea transcutand a infectiilor de laborator se poate realiza prin intepaturi
cu ace de seringd, pipete Pasteur sau cioburi de sticld contaminate, prin contaminarea
plagilor taiate, zgariate, a abraziunilor, chiar minuscule, nesesizate.

Infectiile de laborator sunt contractate pe cai diferite si cu doze mai mari decat in
mod natural. De aceea evolutia lor este atipica si frecvent grava.

1.5.3. Clasificarea laboratoarelor in functie de exigenta
sigurantei antiinfectioase

Un laborator este autorizat siA manipuleze microorganisme cu un anumit grad de
risc numai in masura in care personalul este pregatit, are dotarile necesare si poate
aplica metodele de sigurantd pentru a preveni raspandirea agentilor infectiosi in mediul

- Aoy
\}/
BIOHAZARD

Fig. 1.5. Semnul international pentru risc
biologic
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unde sunt manipulati sau mentinuti. Organizatia Mon-
diala a Sanatatii a stabilit patru niveluri de exigenta:
nivelurile 1 si 2 corespund laboratoarelor de baza,
nivelul 3 laboratoarelor cu regim restrictiv si nivelul 4
celor cu regim de maxima restrictie (tabelul 1.5).

Nivelurile 1 si 2: laboratoarele de bazi in care se
manipuleaza microorganisme cu risc de gradul I sau II.
Exigentele privind constructia, instalatiile, mobilierul si
echipamentul sunt cele prezentate mai sus (vezi
1.1—1.4). Siguranta antiepidemica este asigurati daca
in aceste conditii de dotare si facilititi se utilizeazi o
buna tehnica microbiologica (vezi capitolele 2, 3, 6, 10),
iar intrarea in toate spatiile cu risc biologic este corect
marcata (figura 1.5).



Tabelul 1.5. Clasificarea laboratoarelor dupa nivelurile de exigenta ale sigurantei antiinfectioase
(dupa ©. M. 5., 1983)

Grupe Laboratoare Exigente impuse
de risc
clasifi- exemple regim de echipament
care activitate de siguranti
I Nivel 1: Din invatiméntul secundar BTM! Fard. Lucru pe masa des-
de bazid chisa
11 Nivel 2: Clinice BTM plus halat de protectie; | Lucru pe masa deschisd plus
de bazi De sanatate publica semnalizarea riscului biologic | incintd de siguranta pentru
Din invafamantul universitar activitafi generatoare de
aerosoli
111 Nivel 3: Din laboratoare de analizd | Nivelul 2 plus halat, masca, |Incinta de sigurantd pentru
regim specializate ménusi de protectie si acces | toale activitatile
restrictiv controlat
8% Nivel 4: Din laboratoare care Nivelul 3 plus control strict | Incintd de siguranta de
regim de |lucreazd cu microorganisme |al evacudrii aerului, apelor |clasa 111
maximd foarte periculoase reziduale si materialelor dis-
restriclie pozabile é
. BTM: Buna tehnici microbiologici.

Nivelul 3: laboratoarele cu regim restrictiv, in care se manipuleazi microorganisme -
cu risc de gradul III, Exigente:

= controlul strict al comunicarii incAperilor; nu se admit tavane improvizate si alte
comunicari intre incaperi decat prin usa care poate fi zavorata;

m ventilatie in sens unic cu presiune negativa in camerele de lucru si filtrarea aerului
extras din incaperi;

= manipularea microorganismelor numai in incinie de sigurantd contra aerosolilor
(clasele I si 1I);

w semnalarea riscului biologic (figura 1.5) la intrarea incaperilor si acces restrictiv
in incaperi.

Nivelul 4: laboratoarele cu regim de maximi restrictie, in care se manipuleazi
microorganisme cu risc de gradul IV, funcfioneaza in regim de exigentd speciald care
depaseste scopurile acestei carti.

1.5.4. Barierele antiinfectioase

In laboratoarele de microbiologie diferentiem trei bariere antiinfectioase:

= bariere primare, care previn raspandirea unui microb in laborator;

m bariere secundare, care protejeazi personalul in cazul depisirii accidentale de citre
microorganisme a barierelor primare; )

m bariere tertiare, care previn rispandirea in comunitate a microorganismelor care
au depasit barierele primare si secundare.

Barierele primare reunesc tehnici si echipamente prin care se previne formarea de
aerosoli si accesul microorganismelor la personal:

1. Toate prelevatele patologice si umorile organismului sunt potential infectante. Se
eticheteaza cu insemnul riscului biologic probele care provin de la pacienti cu SIDA si cu
hepatite sau pot contine alte microorganisme din grupele 111 si IV de risc.
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2. Nu se pipeteaza cu gura. Se folosesc numai propipete sau dispozitive de pipetare.

3. La locul de lucru, nu se introduce in gurd nici un obiect: propipete tubulare,
etichete, creioane, pixuri, tiglri, pipa, degete, alimente, biuturi.

4. Se restrange la strictul necesar folosirea obiectelor ascutite: ace de seringa (daca
pot fi inlocuite cu canule), pipete Pasteur din sticld (daca pot fi inlocuite cu pipete capilare
din plastic).

5. Sticlaria ciobita sau cu fisuri se inlocuieste.

6. Se respecta intocmai tehnica de centrifugare a materialului infectios. Suspensiile
microorganismelor din grupele III si IV de risc se centrifugheazd numai in centrifuga cu
cupe inchise.

7. Se folosesc numai anse de inoculare complet inchise, cu bucld de maximum 3 mm,
pentru a evita descircarea spontana, si firul nu mai lung de 5 cm, pentru a reduce vibratiile
care pot descdrca materialul manipulat.

8. La manipularea cu ansa a materialelor vascoase (de exemplu sputd) sau putin
aderente la spatula (de exemplu culturi de micobacterii) firul se descarca, inainte de
inrosire, intr-un flacon cu nisip spalat si alcool de 96°C. Astfel se evitd impristierea pe
masa de particule infectioase la introducerea firului in flacara. Alternativ, se foloseste un
bec Binsen cu flacara inconjurata de un cilindru din sticla de borosilicat.

9. Se verifica dacad omogenizatoarele folosite nu elimind aerosoli in cursul
functionarii. Se efectueaza toate omogenizarile, inclusiv cele in mojar sau tub Griffith, pe
un patrat de 40/40 cm din hartie de filtru imbibata cu solutie dezinfectanta (vezi 2.2.2).

10. Se asigurad permanent la locul de lucru un recipient cu solutie dezinfectanta activa
(vezi 2.3.1).

11. Se dezinfecteazd masa si suprafetele de lucru la terminarea activitatii si dupa
orice varsare de produs infectios sau de cate ori se suspecteaza o contaminare accidentala.

12. La spargerea accidentala a unui recipient cu culturd sau produs patologic, locul
se acoperd cu o panza si se toarnd deasupra o solutie dezinfectanta. Se lasa pe loc 30
minute. Mainile se protejeazd cu manusi si, folosind un cardon rigid, se trag resturile pe
un faras pentru autoclavare.

13. La fiecare loc de lucru se folosesc:

= galeti cu capac (sau pungi fixate in galeti) pentru colectarea separata a materialelor
reutilizabile si de unicad folosintad contaminate; acestea se inlocuiesc si se autoclaveaza
zilnic;

m borcane cu solutie dezinfectanti pentru pipete si mici obiecte reutilizabile, care se
golesc zilnic, pentru decontaminare in continuare, si se toarna solutie dezinfectanta proaspata.

14. Nici un material contaminat dupa folosire nu paraseste laboratorul inainte de a
fi sterilizat.

15. Microorganismele din grupul III de risc se manipuleazi numai daca laboratorul
este autorizat $i numai in incinte de siguranta.

16. Pentru prelevarea si transportul probelor se folosesc numai recipiente rezistente,
de preferat incasabile, bine inchise.

17. Pentru expedierea prin posta se ambaleaza si se eticheteazid materialul infectios
conform instructiunilor O. M. S. (1983), reglementarilor postale nationale si internationale.

Barierele secundare protejeazd personalul de microorganisme scapate prin barierele
primare.

1. In tot timpul activitatii se poarta halat, sort si capelina de protectie curate, corect
incheiate si legate. Echipamentul de protectie se pastreaza separat de hainele si lenjeria
pentru exterior.
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La manipularea probelor provenite de la bolnavi cu hepatita sau SIDA sau care contin
alte microorganisme din grupul III de risc se poartd sort din plastic peste lenjeria de
protectie si se imbracid manusi chirurgicale din cauciuc,

2. Se dezbraca si se lasa la locul de lucru echipamentul de protectie ori de cile ori
ne deplasam in alte zone de activitate (vestiar, birou, cantina etc.).

3. Se spala mainile dupa manipularea materialelor infectioase si inainte de a parasi
locul de lucru. Este de dorit, pentru aceasta, o chiuveti separatd de cea de la masa de
lucru.

4. Se protejeaza sub pansament hidrofob orice solutie de continuitate de pe tegumen-
tul expus (abraziuni, zgarieturi, taieturi).

5. Tot personalul se supune controlului medical periodic.

6. Se raporteazi sefului de laborator si cabinetului medical orice boala intercurenta.
Poate fi o infectie profesionala.

7. Se comunica acelorasi autoritati:

m sarcina imediat dupa ce survine; poate fi contraindicatd manipularea anumitor
microorganisme;

= eventualele tratamente cu steroizi sau medicamente imunosupresive; pot fi o con-
traindicatie pentru continuarea activitafii in mediul cu risc infectios.

8. Tot personalul urmeaza si fie supus vaccinarilor programate de conducerea unitatii.

9. In laboratoarele unde se manipuleaza bacilii tuberculozei personalul trebuie sa fie
vaccinat BCG sau controlat tuberculinopozitiv si supus anual controlului radiologic preven-
tiv.

Barierele tertiare reunesc echipamente si facilititi de protectie suplimentari a per-
sonalului §i preventie a raspandirii agentilor infectiosi in afara laboratorului: incintele de
siguranta microbiologica, controlul curentilor de aer creati prin instalatiile de ventilatie si
incalzire, filtrele exhaustoarclor de aer, instalatiile de neutralizare a apelor reziduale.

1.5.5. Incintele de protectie microbiologica

Incintele de securitate microbiologica au rolul de a capta si retine aerosolii infectanti,
care apar in cursul unor manipulari, protejand astfel personalul de inhalarea acestora. Se
impart in clasele I, II si III. Cele din clasele I si Il se folosesc pentru manipularea
microorganismelor din grupul I1I de risc in laboratoarele clinice si in laboratoarele cu regim
restrictiv, iar cele din clasa 111 pentru manipularea microorganismelor din grupul 1V de
risc. Operatorul lucreaza cu mainile si antebratul in interiorul incintei si observid miscérile
printr-o fereastra.

In incinta de clasa I aerul, pus in miscare de un ventilator, patrunde frontal si
antreneazd aerosolii printr-un filtru, dupa care este eliminat in atmosferi, unde eventuale
particule neretinute de filtru sunt facute inofensive prin dilutie. Incinta este eficienta la
un flux al aerului cu minimum 0,75 m/s. Filtrele trebuie schimbate cind fluxul de aer
scade sub aceasta vitezi. Un indicator de flux si un avertizor monitorizeazi functionarea
incintei.

Incinta de clasa Il asigura recircularea prin filtre a 709, din aer, incat suprafata de
lucru este scaldata cu aer practic steril. Aproximativ 30%, din aer este eliminat in atmosfera
complet debarasat de aerosoli si este inlocuit cu aer din camera antrenat spre filtrele de
la intrarea incintei fara a ajunge ca atare in aria de lucru, In lipsa unei boxe cu flux laminar
de aer, pentru furnarea asepticd a unor medii de culturi, sec poate folosi o incinta de
siguranta de clasa II.



Incinta de clasa III este complet inchisi. Operatorul igi introduce mainile in aria de
lucru prin minusi fixate etans la aparat. Aerul este admis si evacuat prin filtre.

La amplasarea incintei de securitate microbiologica in incAperi trebuie evitati curentii
de aer creati de circulatia personalului, de usa sau fereastra. Amanunte privind verificarea
fluxului de aer, schimbarea filtrelor si dezinfectia acestor incinte pot fi gasite in cartile
tehnice insotitoare.

Pentru o functionare eficienti, in incintd se introduc numai materialele strict
necesare. Manipularile se fac in mijlocul ariei de lucru. Sunt interzise surse de caldura
(flacara, microincineratoare), pentru ci perturbi fluxul de aer; se lucreaza cu anse dis-
pozabile din material plastic. Mainile se scot din incintd numai dupd 2—3 minute de la
terminarea lucrului, interval necesar aspirarii aerosolilor, si, imediat, sunt spalate pana la
cot, avind in vedere o contaminare posibild in cursul lucrului.

1.5.6. Regimul substantelor toxice, corozive si inflamabile

Toate flacoanele care contin asemenea substante, ca si locurile de depozitare a lor,
vor fi marcate prin etichete cu insemnecle conventionale categoriei (toxic, inflamabil).
Instructiuni suplimentare vor fi afisate dupa caz (de exemplu, fumatul si flacara deschisa
interzise). In retetele pentru prepararea reactivilor, asemenea ingrediente vor fi semnalate
cu mentiunea «precauties.

1.5.7. Aspecte organizatorice

Accesul la orice activitate in laboratorul de microbiologie este conditionat de
insusirea, verificatd, a instructiunilor privind regimul antiepidemic specific. Seful
laboratorului poate delega un subordonat pentru realizarea programului de securitate a
activitatii in diferitele compartimente ale laboratorului, dar raméne unic responsabil pentru
eficienta lui si pentru eventuale incidente si accidente.



