نمونه در آزمایشگاه پزشکی
مقدمه 

نتایج آزمایش ها تحت تاثیر متغیرهای گوناگونی است که شناسایی آن ها و به دنبال آن استاندارد نمودن روش های آزمایشگاهی ضروری است . این متغیرها شامل مراحل قبل ، حین و پس از آزمایش می باشند . در سالهای اخیر با توجه به تاکید بر اجرای روش های کنترل کیفی در کلیه بخش های آزمایشگاه در مرحله حین آزمایش و به دنبال آن برگزاری دوره های آموزشی در این خصوص ، خطاهای حین آزمایش به حداقل رسیده است و لذا تاثیر متغیرهای قبل و بعد از آزمایش بسیار پررنگ شده است . 
باتوجه به اهمیت متغیرهای  قبل از آزمایش در این فصل سعی شده است مجموعه ای از دستورالعمل های کاربردی در خصوص مدیریت نمونه بیان گردد که این موارد شامل نحوه جمع آوری انواع نمونه های بالینی ، شامل خون و سایر مایعات بدن ، آماده سازی نمونه ، جابجایی و نقل انتقال نمونه ، شرایط نگه داری و موارد رد نمونه می باشد . 
بدیهی است رعایت موارد ذکر شده در این مجموعه در به حداقل رساندن عواملی که می تواند نتایج آزمایش را تحت تاثیر قرار دهد ، کمک شایانی خواهد نمود . 
کیفیت نتایج آزمایش هایی که در آزمایشگاه انجام می شود هم ارزش نمونه هایی است که مورد آزمایش قرار می گیرند . 
مدیریت نمونه های آزمایشگاهی به عنوان بخشی از فرآیند قبل و پس از انجام آزمایش تاثیر به سزایی در تشخیص ، پیگیری و درمان بیماران داشته و در حوزه های زیر قابل بحث می باشد : 
( نقش کلیدی در صحت تشخیص آزمایشگاهی 
( تاثیر در روند مراقبت از بیمار 

( تاثیر در تصمیم گیری بالینی پزشک 

( تاثیر در مدت زمان بستری شدن بیمار در بیمارستان و به دنبال آن هزینه های بستری و آزمایشگاه 
( تاثیر بر کارایی آزمایشگاه 
اثرات ناشی از نمونه های نامناسب و عدم صحت نتایج آزمایش بر روی این نمونه ها 

( تاخیر در گزارش نتایج آزمایش ها 
( نمونه گیری های غیر ضروری 

( کاهش رضایت مندی مراجعان 

( افزایش هزینه بیمار ، آزمایشگاه و بیمارستان 

( تشخیص ها و درمان غلط ، طولانی شدن مدت بستری 

( آسیب و احتمال مرگ 
مدیریت نمونه های آزمایشگاهی در فرآیند قبل ااز انجام آزمایش شامل درخواست آزمایش ، شناسایی بیمار ، نحوه جمع آوری انواع نمونه های کلینیکی ، آماده سازی نمونه ، جا به جایی و نقل و انتقال نمونه ، معیارهای رد نمونه ، شرایط نگه داری و ارجاع نمونه است . 
در فرآیند بعد از انجام آزمایش نگه داری نمونه پس از انجام آزمایش و امحای نمونه را شامل می شود . هر یک از این مراحل فوق الذکر نیاز به مدیریت داشته و سیاست آزمایشگاه باید در این خصوص تعریف گردد . 

♦ فرآیند قبل از آزمایش 
● درخواست آزمایش / شناسایی بیمار 
در خواست آزمایش باید از نظر قابلیت پذیرش و انجام بررسی شود . هر آزمایشگاه باید فهرست آزمایش های قابل انجام خود را تهیه و در اختیار مسئول پذیرش قرار دهد . همچنین باید از هویت بیمار قبل از پذیرش اطمینان حاصل گردد و انطباق مشخصات برگه در خواست آزمایش با مشخصات بیمار صورت گیرد . 

● نحوه جمع آوری انواع نمونه های کلینیکی 

هر آزمایشگاه با توجه به دامنه فعالیت خود باید دستورالعمل نحوه جمع آوری نمونه های کلینیکیی را تهیه و در اختیار کارکنان آزمایشگاه قرار دهد . این دستورالعمل شامل موارد زیر می باشد : 

●●  نحوه اطمینان از هویت بیمار 
●● شرایط مربوط به آماده سازی بیمار قبل از نمونه گیری 

●● نمونه مورد نیاز در خصوص انواع آزمایش ها 

●● ظروف جمع آوری نمونه ، نوع ضدانعقاد ، حجم نمونه 

●● مشخصات برچسب نمونه ، همچنین برچسب گذاری باید به نحوی باشد که امکان ردیابی نمونه به سهولت امکان پذیر باشد.
●● شرایط نگه داری نمونه قبل از انجام آزمایش 
· ردیابی نمونه 
اطلاعات زیر جهت رردیابی کامل نمونه در آزمایشگاه مورد نیاز است که به صورت دستی یا نرم افزاری باید ثبت شود :
●● شماره آزمایش 

●● نام نام خانوادگی بیمار

●● زمان نمونه گیری : روز ، ساعت و دقیقه
●● نوع نمونه 

●● آزمایش های انجام شده 
●● نام پزشک 

●● بخش موقعیت بیمار : بخش ، کلنیک و ... 

●● نتایج آزمایش ها 

●● تاریخ و ساعت جواب آزمایش 

· ذخیره سازی نمونه 
تدوین ساست آزمایشگاه در مورد ذخیره سازی نمونه شامل موارد زیر است : 

●● تعیین نمونه هایی که باید نگه داری شوند .
●● مدت زمان نگه داری 

●● محل نگه داری 

●● شرایط مناسبی که نمونه باید در آن نگه داری شود (درجه حرارت مناسب)

●● کنترل مرتب نمونه ها از نظر تعداد موارد یخ زدن / آب کردن (Freeze / Thaw) نمونه
●● چیدمان منظم نمونه ها در محل مورد نگه داری (یخچال) مثلاً براساس شماره پذیرش یا روز پذیرش نمونه ها 

●● برنامه زمان بندی جهت کنترل دوره ای نمونه ها 

●● برقرار نمودن روش جهت ردیابی نمونه 

· نحوه نقل و انتقال و جابه جایی نمونه 
انتقال نمونه های بیولوژیک نظیر خون ، ادرار و سایر مایعات بدن از محل نمونه گیری به آزمایشگاه بخش مهمی از چرخه کاری در آزمایشگاه می باشد . 
در آزمایشگاه باید شرایط انتقال نمونه از نظر درجه حرارت ، ظروف مورد استفاده ، حداکثر زمان مجاز جهت انتقال نمونه ، نحوه انتقال نمونه با درخواست اورژانس و ملاحظات ایمنی تعریف ، مکتوب و کارکنان مرتبط از آن اطلاع داشته باشند . 
نکته: در صورتی که نمونه حاوی مواد عفونی از گروه A  باشد (مواد عفونی که می توانند سبب نقص عضو دائم یا تهدید کننده حیات باشد ) . از بسته بندی سه لایه استفاده شود و " بر چسب ماده خطرناک " ببر روی بسته زده شود . 
· رد نمونه 
دستورالعمل معیارهای رد و قبول انواع نمونه های کلینیکی و نحوه برخورد با آن باید تدوین شده و به کارکنان مرتبط در این خصوص آموزش های لازم داده شود . گاهی موارد " رد نمونه " مشکل است اما بادی به خاطر داشت که نمونه فاقد شرایط استاندارد از نظر کیفیت و کمیت ، نتایج صحیح نمی دهد . 
· ارجاع نمونه 
در روند ارجاع یکی از مهم ترین فرآیندهایی که می بایست مدنظر گرفته شود ، مدیریت نمونه است که شامل کلیه اقداماتی است که جهت حفظ تمامیت و کیفیت نمونه از زمان جمع آوری و طی مراحل نگه داری و انتقال نمونه صورت می گیرد . مدیریت فرآیند پس از انجام آزمایش ، نحوه گزارش دهی و ارسال نتایج و نگه داری سوابق مربوط در آزمایشگاه ارجاع و ارجاع دهنده نیز می بایست طبق ظوابط مشخصی  صورت گیرد . 
· امحای نمونه 
هر آزمایشگاه باید نحوه دفع مواد زائد را مستند نموده و براساس آن عمل نماید . در این مستند باید به قوانین امحای موارد زائد در کشور توجه شود .نحوه ضدعفونی زباله ها و فرد مسئول نظارت بر این روند مشخص شده و اصول ایمنی رعایت گردد . 
♦ نگه داری نمونه پس از انجام آزمایش 
آزمایشگاه باید سیاست خود را در خصوص نگه داری انواع نمونه های کلینیکی با در نظر گرفتن ملاحظات زیر به صورت دستورالعمل مکتوب تعریف نماید : 

مکان و دمای نگه داری نمونه های کلینیکی ، شرایط و مدت زمان نگه داری نمونه ها پس از انجام آزمایش در جداول 1-3 درج گردیده است . بدیهی است این جدول به صورت الگو ارائه شده است و آزمایشگاه ها موظفند براساس منابع علمی موجود و نیازهای مرکز ، اقدام به تدوین آن نماید و از کپی برداری این جدول پرهیز نمایند . 
جدول 1-3 : نحوه ، مدت و مکان نگه داری نمونه های بالینی

	نام بخش
	نوع نمونه
	مدت نگهداری
	مکان نگه داری 

	آنالیز ادرار
	نمونه ادرار
	4 روز
	2-8 O C یخچال

	
	نمونه مدفوع
	8 روز
	2-8 O C یخچال

	
	Semen
	1 ساعت
	دمای اتاق 

	بیوشیمی
	سرم و مایعات بدن 
(ادرار،مایع مغزی نخاعی ،  و ...)
	7 روز
	2-8 O C یخچال

	
	
	3 ماه
	-20 O C فریزر

	نمونه گیری
	خون تام
	حداکثر1ساعت تمامی نمونه ها،نمونه هایی که باید سریع (حداکثر بین 10 تا 30 دقیقه) جدا شود 
	روی میز نمونه گیری (دمای اتاق)

	
	خون های حاوی ضدانعقاد
	تا زمان انتقال به بخش انجام دهنده آزمایش
	2-8 O C یخچال

	
	سرم و CSF
	1 هفته
	-20 O C فریزر

	PCR
	HLA
	خون EDTA دار 
	2 تا 7 روز 
	2-8 O C یخچال

	
	
	DNA /RNA
	1 ماه طولانی مدت 
	فریزر -20 O C
فریزر -70 O C 

	
	GE
	EDTA خون
	2روز، 1 ماه، طولانی مدت
	یخچال2-8 O C 
فریزر -20 O C 

فریزر -70 O C

	
	
	بزاق دهان
	تا زمان انجام آزمایش
	دمای اتاق

	
	IF
	CSF ،خلط و مایعات بدن
	1 تا 3 ماه
	فریزر -20 O C 

	
	
	ادرار
	
	

	
	
	سرم ،پلاسما،CBC
	
	

	فلوسایتومتری
	BAL ، مایعات بدن،خون EDTA دار
	1 تا 2 روز
	دمای اتاق

	
	سرم جدا شده 
	
	یخچال 2-8 O C

	میکروب شناسی
	کلیه نمونه های بالینی
	1 هفته
	یخچال 2-8 O C

	
	نمونه ادرار
	2 ساعت 
1 روز 
	دمای اتاق
 یخچال 2-8 O C 

	
	نمونه مدفوع
	24 ساعت 
	یخچال 2-8 O C

	
	نمونه منی
	1 ساعت 
	دمای اتاق

	
	نمونه مایع مغز نخاعی
	4 هفته 
	یخچال 2-8 O C

	
	گسترشش مرطوب
	پس از گزارش امحا گردد 
	-

	
	گسترش رنگ شده 

(ایمونوفلورسنت ذیل نلسون گرم سایر)
	7 روز 

6 هفته

2 هفته 

2 هفته
	دمای اتاق

	
	کشت تمام نمونه ها(به جز خون و ادرار)
	2روز پس از گزارش نتیجه
	دمای اتاق

	
	کشت ادرار و خون 
	7روز پس از گزارش نتیجه
	37 O C


ادامه جدول 1-3 : نحوه ، مدت و مکان نگه داری نمونه های بالینی

	نام بخش
	نوع نمونه
	مدت نگهداری
	مکان نگه داری 

	هماتولوژی
	نمونه های CBC 
	24ساعته ولی به دلیل درخواست گروه خون تا 7روز نگ داری می شود
	یخچال 2-8 O C

	
	نمونه های ESR
	12 ساعت
	یخچال 2-8 O C

	
	نمونه های پلاسما
	20 روز برای FDP 
	فریزر -20 O C 

	
	مایعات بدن 
	2 هفته 
	یخچال 2-8 O C

	
	نمونه تعیین گروه خون(RH)
	1 هفته
	

	
	نمونه Retic 
	72 ساعت
	

	
	نمونه سرم
	7 روز نمونهCoombs ،7روز برای نمونه های Anti A,B در یخچال (براساس هماهنگ سازی با List Master)
	

	
	نمونه پلاسما جهت آزمون های انعقادی اختصاصی
	3 ماه
	فریزر -20 O C 

	
	گسترش خون محیطی (طبیعی)
	7 روز
	دمای اتاق 

	
	گسترش خون محیطی (طبیعی)
	1 سال
	دمای اتاق 

	هورمون
	سرم 
	3 ماه

2 روز
	فریزر -20 O C 
یخچال 2-8 O C

	
	پلاسما
	
	

	
	ادرار
	
	

	
	(CSF) و مایعات بدن
	
	

	
	خون تام (CMV Ag و سیکلوسپورین)
	6 ساعت
	دمای اتاق

	پاتولوژی-سیتولوژی
	باقی مانده نمونه بافت
	4 هفته
	دمای اتاق

	
	اسلایدهای آسیب شناسی و آسپراسیون سوزنی
	10 سال
	دمای اتاق

	
	اسلایدهای سیتوپاتولوژی

(طبیعی ، غیر طبیعی )
	5 سال در بعضی از منابع پیشنهاد می شود موارد غیر طبیعی به مدت طولانی نگهداری شوند ..
	دمای اتاق

	
	بلوک های بافتی
	10 سال 
	دمای اتاق


آماده سازی نمونه خون 

سرم یا پلاسما باید در کوتاه ترین زمان به دنبال نمونه گیری از سلول های خونی جدا گردد . حداکثر زمان مجاز جهت جداسازی سرم پلاسما 2 ساعت پس از نمونه گیری پیشنهاد می گردد . قابل ذکر است که در خصوص اندازه گیری ترکیباتی نظیر پتاسیم ، هورمون های کوتیکواستروئیدی ، کورتیزون ، کاتکول آمین ها ، اسید لاکتیک و هموسیستئین این زمان باید کمتر از 2 ساعت باشد . 

قابل ذکر است که درجه حرارت محیط نیز بر پایداری برخی مواد تاثیر می گذارد . 

آماده سازی نمونه در طی سه مرحله انجام می گیرد : مرحله پیش از سانتریفیوژ ، مرحله سانتریفیوژ ، مرحله پس از سانتریفیوژ

· مرحله پیش از سانتریفیوژ
برای اکثر روش های اندازه گیری مواد در خون به جزء اندازه گیری گازهای خون و آمونیاک ، استفاده از سرم یا پلاسما ارجحیت دارد . 

· تهیه سرم 
نمونه خون پس از جمع آوری (در ظروف در بسته)، باید جهت جداسازی و سانتریفیوژ مراحل لخته شدن را طی نماید که بهتر است این مرحله با طی زمان و به طور خودبخود صورت گیرد . عمل لخته شده به طور طبیعی در دمای اتاق (25-22oC) پس از 60-30 دقیقه کامل می گردد . در صورتی که بیمار داروهای ضدانعقاد مصرف نماید ، زمان لخته شدن طولانی تر بوده و اگر نمونه در شرایط سرما قرار گیرد (2-8oC) نیز این عمل به تاخیر می افتد . همچنین اگر زمان لازم جهت کامل شدن مراحل تشکیل لخته کافی نباشد ، تشکیل رشته های ظریف فیبرین ممکن است سبب ایجاد خطا در نتایج بسیاری از دستگاه های خودکار بیوشیمی گردد . جهت تسریع در عمل لخته شدن می توان از لوله های جمع آوری سرم حاوی افزودنی نظیر سم مار ، زمان تشکیل لخته را به 5-2 دقیقه ، ترومبین به 5 دقیقه ، سیلیکا و پارتیکل های شیشه به حدود 30-15 دقیقه می رسانند . (استفاده از اپلیکاتور چوبی یا پلاستیکی جهت جداسازی لخته از دیواره لوله پیشنهاد نمی گردد) .

· تهیه پلاسما 
لوله های حاوی خون به همراه مواد افزودنی به جزء سیترات سدیم باید پس از نمونه گیری به آرامی برای حداقل 10-5 بار جهت مخلوط شدن سروته گردند (به جزء موارد خاص که باید مطابق دستورالعمل سازنده لوله عمل گردد ) . 

· سرد نمودن 
بعضی نمونه ها باید قبل از عمل سانتریفیوژ و جداسازی در سرما نگه داری شوند . سرد کردن نمونه ، متابولیسم سلول های خونی را مهار نموده و سبب پایداری اجزای حساس به حرارت می گردد . جهت سرد نمودن ، نمونه باید سریعاً در یخ خرد شده یا مخلوطی از آب و یخ قرار گیرد ( استفاده از تکه های بزرگ  یخ به دلیل تماس ناکافی بین نمونه و یخ قابل قبول نمی باشد ) . یخ باید کاملاً اطراف سطح خون درون لوله را احاطه کند . 
نکته : قراردادن نمونه خون بیش از دو ساعت در سرما سبب افزایش کاذب پتاسیم می گردد . سرما سبب مهار گلیکولیز شده، لذا انرژی جهت پمپ پتاسیم به داخل سلول ایجاد نمی گردد و بدنبال آن پتاسیم از سلول ها به بیرون نشت می کند . نمونه جهت اندازه گیری الکترولیت ها نیز نباید تا قبل از سانتریفیوز و انجام آزمایش در دمای 2-8oC قرار گیرند . 
نمونه خون جهت اندازه گیری ترکیباتی نظیر کاتکول آمین ها، آمونیاک ، اسید لاکتیک ، پیروات ، گاسترین ، هورمون پاراتیروئید ، فعالیت رنین پلاسما و اسید فسفاتاز ، باید پس از جمع آوری در سرما نگه داری شود . 

· نگه دارنده و مهار کننده های متابولیک 
بعضی افزودنی ها می توانند از تغییرات غلظت مواد در نمونه با گذشت زمان جلوگیری نمایند. مواد آنتی گلیکولیتیک نظیر فلوراید می توانند گلوگز را در حضور سلول های خونی به مدت 24 ساعت در دمای اتاق (22-24oC) و تا 48 ساعت در دمای یخچال (2-8oC) پایدار نگه دارند . به دلیل حساسیت اندازه گیری گلوگز در نوزادان و اطفال می توان از مواد افزودنی آنتی گلیکولیتیک استفاده نمود. همچنین جهت اندازه گیری لاکتات باید از فلورایدسدیم یا اگزالات پتاسیم استفاده نمود .
· انتقال 
انتقال نمونه های بیولوزیک نظیر خون ، ادرار و سایر مایعات بدن از محل نمونه گیری به آزمایشگاه بخش مهمی از چرخه کاری در آزمایشگاه می باشد . در مورد نمونه های خون روند انتقال 3/1 زمان چرخه کاری را شامل می شود . 

· جمع آوری نمونه در محل آزمایشگاه 
· زمان 
نمونه ها باید در ظروف در بسته مناسب در کوتاه ترین زمان ممکن به آزمایشگاه ارسال گردند . انتقال نمونه ها می بایست در شرایط دمای اتاق صورت گیرد ، به جزء نمونه هایی که باید با حفظ زنجیره سرد نگه داری و منتقل شوند . انتقال سریع نمونه از محل نمونه گیری به آزمایشگاه در شرایطی که دمای محل نمونه گیری بالاتر از 22oC است از اهمیت زیادی برخوردار است . 
· وضعیت لوله 
نمونه های خون باید در لوله های درپوش دار و در وضعیت عمودی نگه داری گردند . این امر سبب تسریع فرآیند انعقاد و همچنین کاهش به هم خوردگی محتوی لوله می گردد و احتمال ایجاد همولیز را نیز کاهش می دهد . 

· درپوش 
نمونه ها باید در طول مدت انتقال و نگه داری در ظروف در پوش دار قرار گیرند . عدم وجود درپوش باعث خطا در نتایج بعضی متغیرها به دلیل از دست دادن دی اکسیدکربن و افزایش PH نظیر کلسیم یونیزه و اسیدفسفاتاز (افزایش می یابند) می گردد . 
همچنین وجود درپوش خطر ایجاد آئروسل ، تبخیر نمونه و آلودگی را نیز کاهش می دهد . 

· همولیز
حمل و نقل نمونه باید به آرامی صورت گیرد تا امکان آسیب به گلبول های قرمز را به حداقل رساند. وجود همولیز در نمونه سبب نداخل با عملکرد برخی دستگاه هایی می شود که به روش نوری پارامترها را اندازه گیری می کنند . ترکیبات زیادی در سرم و پلاسما تحت تاثیر همولیز (با منشاء خارجی) قرار می گیرند که نمونه هایی از آن به شرح زیر است :
●● پارامترهایی که شدیداً تحت تاثیر همولیز قرار گرفته و افزایش می یابند شامل :هموگلوبین پلاسما ، آسپارژین آمینوترانسفراز (AST) ، پتاسیم ، لاکتات دهیدروژناز (LDH) می باشند . 

●● پارامترهایی که به طور قابل توجهی تحت تاثیر همولیز قرار می گیرند شامل : آهن ، آلانین آمینوترانسفراز (ALT) (افزایش می یابند) و T4(کاهش می یابد) هستند . 

●● پارامترهایی که کمتر تحت تاثیر همولیز قرار گرفته ولی امکان افزایش آن ها به دنبال همولیز وجود دارد شامل : فسفر،پروتئین توتال،آلبومین،منیزیم،کلسیم و اسیدفسفاتاز می باشند . 

قابل ذکر است پلاسمای حاوی 20 میلی رم در دسی لیتر هموگلوبین ، به رنگ صورتی روشن و پلاسمای حاوی 100 میلی گرم در دسی لیتر هموگلوبین ، به رنگ قرمز است . بالا رفتن بیلی روبین در پلاسما ممکن است وجود هموگلوبین را بپوشاند به طور مثال غلظت 200 میلی گرم در دسی لیتر هموگلوبین ممکن است با چشم غیر مسلح با وجود بیلی روبین 20 میلی گرم در دسی لیتر قابل رویت نباشد . 

وجود همولیز در نمونه خون کامل ممکن است با چشم قابل رویت نباشد لذا پیشنهاد می گردد در مواردی که نتایج متغیر مورد اندازه گیری بالاتر از محدوده مرجع آن می باشد ، نمونه مورد آزمایش از نظر وجود همولیز نیز بررسی گردد . (با سانتریفیوژ و بررسی پلاسما)
· مجاورت با نور 
نمونه نباید در مقابل نور خورشید قرار گیرد این امر بخصوص در مورد ترکیباتی که به نور خورشید یا اولتراویولهبسیار حساس هستند نظیر بیلی روبین ، ویتامین A و B6 و بتاکاروتن بسیار اهمیت دارد . ظروف حاوی این نمونه ها جهت محافظت از نور باید در پوششی از کاغذ آلومینیوم پیچیده شده یا در ظرف شیشه ای قهوه‌‎ای نگه داری شوند . 

در صورتی که نتوان در محدوده زمانی فوق ، نمونه خون را ارسال نمود باید از جداسازی سرم و پلاسما ، آن را در دمای 2-8oC نگه داری و با رعایت پایداری نمونه به آزمایشگاه ارسال کرد . 

· دریافت نمونه 

نمونه خون پس از دریافت و کامل شدن مرحله لخته ، جهت سانتریفیوژ آماده می گردد . در صورتی که خون در لوله فعال کننده لخته جمع آوری شده باشد در طی مدت 30-5 دقیقه پس از نمونه گیری می تواند سانتریفیوژ گردد . نمونه در لوله حاوی ماده ضدانعقاد سریعاً قابل سانتریفیوز می باشد . 

جهت اندازه گیری بعضی متغیرها در خون نظیر سرب ، سیکلوسپورین و هموگلوبین گلیکوزیله ، خون کامل مورد استفاده قرار می گیرد . ولی اگر نمونه اشتباهاً سانتریفیوژ شود مشکلی ایجاد نشده و می توان آن را با همان شرایط به بخش مربوطه ارسال نمود . 

نمونه هایی که باید در شرایط سرما نگه داری شوند (2-8oC) تا آماده شدن جهت سانتریفیوژ باید در این درجه حرارت باقی بمانند . سانتریفیوژ یخچال دار در این خصوص پیشنهاد می گردد .  
· معیارهای رد نمونه خون 
●● مشخصات ناکافی از بیمار یا نوع آزمایش (نظیر عدم وجود برچسب یا برچسب با اطلاعات ناقص)
●● حجم ناکافی 

●● نشت نمونه به خارج از ظرف 

●● استفاده از لوله نامناسب (مثلا فلورایدسدیم در اندازه گیری اوره با روش اوره آز تداخل می کند) . 

●● ترتیب نادرست جمع آوری نمونه در صورتی که در طی یک بار نمونه گیری از لوله های متعدد خلاء استفاده شود . 

●● وجود همولیز یا لیپمی ( در برخی از آزمایشگاه ها )

●● نگه داری و انتقال نمونه در دمای نامناسب 
●● وجود لخته در نمونه های جمع آوری شده با ماده ضدانعقاد 

●● عدم تطابق برگه درخواست آزمایش با نوع نمونه و مشخصات آن 

· مرحله سانتریفیوژ 
همان طور که ذکر شد استفاده از اپلیکاتور چوبی یا پلاستیکی جهت جداسازی لخته از دیواره لوله پیشنهاد نمی گردد . در صورت استفاده باید احتیاط لازم برای جلوگیری از ایجاد همولیز و تولید آئروسل صورت گیرد . همچنین باید در تمام مراحل جداسازی نمونه ، رعایت اصول ایمنی و استفاده از وسایل حفاظت فردی صورت گیرد . قابل ذکر است که درب لوله ها در طی سانتریفیوژ حتماً باید بسته باشد . 

امروزه با تنوع سانتریفیوژها از نظر قسمت گردان(Rotor) ، سر (Head) ، شعاع مؤثر و قطر داخلی دیگر از اصطلاح (Round Per Minute) استفاده نمی شود و نیروی نسبی سانتریفیوژ (Relative Centrifugal Force) یا RCF جایگزین آن شده است . 
RCF=1.118 ×105 × r× (RPM)2
r : شعاع گردان (سانتی متر)

شعاع مؤثر بیشترین فاصله افقی از محور گردان تا انتهای مایع موجود در لوله می باشد . 

RPM : سرعت گردان (تعداد دور در دقیقه)

· زمان مورد نیاز جهت سانتریفیوژ
· تهیه سرم وپلاسما
نمونه در ظرف درپوش دار باید به مدت 10-15دقیقه درg1200-1000سانتریفیوژشود.در صورتی که آزمایش تا 4ساعت بعد از جداسازی سرم انجام نگیرد ،سرم یا پلاسما باید در دمای c4-6 نگهداری گردد.
· تهیه پلاسما جهت آزمون های انعقادی
نمونه در ظرف درپوش دار باید به مدت 15 دقیقه درg1500سانتریفیوژ گردد.
· مرحله پس از سانتریفیوژ
· نگه داری نمونه 
پلاسما وسرم حداکثر تا8 ساعت پس از جداسازی در دمای اتاق قابل نگه داری است. در صورتی که سنجش مورد نظر تا8 ساعت صورت نگیرد نمونه باید در یخچال نگه داری گردد. 
در صورتی که امکان انجام آزمایش تا 48 ساعت ساعت مقدور نباشد یا در صورت نیاز به نگهداری طولانی تر،سرم پلاسما باید در دمای c20- نگه داری شود.

نکته: باید از آب شدن و یخ زدن مکرر نمونه های فریز شده جدا پرهیز گردد، زیرا این امر سبب از بین رفتن بغضی ترکیبات در سرم یا پلاسما می شود. استفاده از فریزر های بدون برفک نیز جهت نگه داری نمونه پیشنهاد نمی گردد.
در صورت استفاده از مواد آنتی گلیگولیتیک (نظیر فلوراید) گلوگز پلاسما تا 24 ساعت در دمای c25 و تا 48 ساعت در دمای c8-2 پایدار می ماند.(حتی در صورت عدم جداسازی پلاسما از سلول)قابل ذکر است در صورتی که گلبول های قرمز ، پلاکت و گلبول های سفید نمونه بالاتر از حد طبیعی باشند ،اثر گلیگولیتیک این مواد کاهش می یابد. به دلیل مشکل بودن مهار گلیکولیز در نوزادان باید پلاسما در اسرع وقت از سلول ها جدا گردد. 
· در صورت استفاده از لوله های جمع آوری خلا دارای ژل جدا جداکننده همراه با افزودنی یا فعال کننده لخته ، باید ملاحظات زیر صورت صورت گیرد:
●● به محض جمع آوری خون جهت سرعت بخشیدن ، تکمیل عمل لخته شدن و روند ضد انعقاد، لوله ها باید 10-5 بار تکان شوند.
●● نیروی نسبی سانتریفیوژ و زمان لازم جهت جداسازی سرم یا پلاسما بسته به کارخانه سازنده ممکن است متفاوت باشد.
●● به طور کلی می توان سرم را در لوله های ژل تا 48 ساغت در دمای c4 نگه داری نمود.ولی باید قوام ژل به طور چشمی نیز بررسی گردد.
· تداخلات 
از لوله های جمع آوری خون حاوی ژل جدا کننده جهت اندازه گیری میزان پروژسترون، دارو های سه حلقه ای ضدافسردگی ، اندازه گیری سطح دارویی و آزمون های ایمو نو هماتولوژی (بانک خون) نباید استفاده شود.

ادرار

نمونه ادرار برای بررسی های شیمیایی،سلول شناسی و میکروب شناسی مورد استفاده قرار می گیرد. نحوه نمونه گیری ظروف جمع آوری ادرار از عوامل مهم کیفیت نمونه می باشد.

نمونه ادرار باید در ظروف تمیز دهان گشاد با قطرحداقل 10 سانتی متر، با اندازه مناسب و غیر این قابل نشست، جمع آوری گردد. بهتر است ظروف جمع آوری ادرار یک بار مصرف بوده و در غیر این صورت عاری از هرگونه آلودگی با مواد شوینده باشد. قابل ذکر است که نمونه ادرار نباید به مدفوع آلوده باشد. ترجیح است که از ظرف مات و محافظ در مقابل نور استفاده شود.

جهت کشت ادرار ظرف نمونه باید حتما استریل باشد. برای جلوگیری از نوزادان و اطفال باید از کیسه های ادراری استفاده شود.

جهت بررسی های معمول و میکروبیولوژیک نمونه ادرار باید حداکثر تا دو ساعت پس از جمع آوری (در دمای اتاق) مورد بررسی قرار میگیرد. پس از این که مدت ترکیبات شیمیایی ادرار تغییر کرده و عناصر تشکیل دهنده آن شروع به تخریب می کنند.سیلندرها، گلبول های سفید در نمونه عای با وزن مخصوص پایین وph قلیایی بسیارمستعد لیز هستند.

هنگامی که ارزیابی سلولی سدیمان ادراری مدنظر است باید مراحل آماده سازی ادرار هر چه سریع تر صورت گیرد. جهت تهیه رسوب ادرار باید نمونه در ظروف درپوش دار به مدت 5 دقیقه در g400 سانتریفیوژ گردد.

در بررسی های میکروبیولوژیک در صورتی که نتوان نمونه را به سرعت به آزمایشگاه منتقل نمود و آزمایش کرد می توان آن را به مدت 24 ساعت در دمای c8-2 نگه داری کرده و یا می توان از نگه دارنده های باکتریواستاتیک نیز استفاده نمود.

ظرف محتوی نمونه باید به درستی برچسب گذاری شود،اطلاعات مورد نیاز شامل: نام بیمار، زمان نمونه گیری، نام نگه دارنده، در موارد خاص ذکر نوع نمونه و روش اخذ (به طور مثال کانترمی باشد. هم چنین در صورتی که نمونه از محل دیگری ارسال گردد باید نحوه نگه داری و زمان دریافت نیز ذکر گردد. 

حداقل حجم مورد نیاز جهت بررسی های معمول کمی و کیفی ادرار به طور متوسط 12 میلی لیتر است، البتهخ در اطفال و نوزادان ممکن است حجم کمتر نیز مورد بررسی قرار گیر ،ولی باید حتما در برگه گزارش ذکر گردد.
● انواع مختلف جمع آوری ادرار و موارد استفاده آن 

1- ادرار اتفاقی جهت بررسی شیمیایی کیفی و نیمه کیفی
2- اولین ادرار صبحگاهی (ادرار 8 ساعته) جهت بررسی اجزای سلولی، سیلندر و کست 
3- دومین ادرار صیحگاهی (7-10 صبح) جهت بررسی  های کمی 
4- ادرار با زمان مشخص مثلا ادرار 24 ساعته جهت بررسی های کمی
5- ادار تمیز (ادرار میانی،کاتترو سوپرا پوبیک)

· ادرار اتفاقی
این نمونه جهت آزمون غربالگری زروز مره موارد استفادهخ قرار می گیرد و در هر موقع از روز قابل جمع آوری می باشد، ولی زمان نمونه گیری باید روی روی ظرف درج گردد. بهتر است قبل از جمع آوری ادرار فرد چند ساعت ادرار خود را تخلیه نکرده باشد. برای این منظئر اولین ادرار صبحگاهی به دلیل غلظت مناسب وph پایین مناسب تر است.
· ادرار صبح گاهی (ادرار 8 ساعته)

این نمونه معمولا در اول صبح پس از بیدار شدن فرد جمع آوری می گردد.

این نمونه جهت بررسی پروتئین اوری اوراستاتیک مناسب است. ابتدا شب قبل از خواب ادرار تخلیه شده و نمونه صبح پس از بیدار شدن فرد جمع آوری می گررد. در صورت تخلیه ادرار در طول شب، باید در صورت تخلیه ادراردر طول شب، باید در ظرف جمع آوری نمونه ریخته شود.
· ادرار زمان دار

این نمونه در یک زمان مشخص در طول شبانه روز تهیه می گردد، مثلا نمونه ناشتا ، دو ساعت پس از غذا یا بلافاصله پس از ماساژ پروستات.

· ادرار 24 ساعته 

به دلیل تغییرات دوره ای ترشح مواد در ادرار، در بعضی مواقع نیاز است که ادرار 24 ساعته جمع آوری گردد. به عنوان نمونه می توان از کاتکول آمین ها، 17 هیدروکسی استروئید و الکترولیت ها نام برد که پایین ترین غلظت آن ها در صبح و بالاترین غلظت این ترکیبات در ظهر یا کمی پس از آن می باشد.
· جمع آوری نمونه

ظرف نمونه باید پلاستیکی و دهان گشاد به گنجایش تقریبی 3 لیتر باشد.

جهت جمع آوری نمونه ادار 24 ساعته ابتدا اولین ادرار صبحگاهی دور ریخته شده و در طی 24 ساعت بعدی ادرار در ظرف نمونه گیری جمع آوری می شود به طوری که آخرین نمونه جمع آوری شده،اولین نمونه صبحگاهی روز بعد (در همان ساعت اولین نمونه تخلیه شده روز قبل) باشد.
بر روی برچسب روی ظرف محتوی نمونه علاوه بر نام ونام خانوادگی باید تاریخ، ساعت شروع و پایان نمونه گیری نیز یاداشت گردد و در صورت استفاده از ماده نگه دارنده درج نام ماده نیز ضروری است. در طول مدت جمع آوری ، ظرف نمونه باید در یخچال یا درون یخ نگه داریی شود.ممکن است جهت ادرار24 ساعته از مواد نگه دارنده استفاده گردد که با توجه به خطر زیستی این مواد باید هشدارهای لازم به بیمار داده شود.

● ادرار تمیز 
جهت بررسی های باکتریشناسی از نمونه ادرار تمیز استفاده می شود.
· نحوه جمع آوری نمونه

بیمارابتدا دست های خود را با صابون شسته و سپس ناحیه تناسلی خود را با پنبه آغشته به آب و صابون تمیز می نماید، بخش اول ادرار را دور ریخته و بخش میانی ادرار را با رعایت شرایط استریل در درون ظرف جمع آوری ادرار می ریزد و سپس بقیه ادرار را دور می ریزد.
· ادرار تهیه شده توسط کاتتر و فوق عانه (سوپر اپوبیک) نیز از روش هایی هستند که جهت جمع آوری ادرار استریل در مواقع خاص و با در خواست پزشک تهیه می شوند.
· جهت نمونه گیری از نوزادان و اطفال باید از کیسه جمع آوری ادرار استفاده نمود . در صورتی که بیمار در خواست کشت ادرار نیز داشته باشد باید نواحی شرمگاهی و پرینه آن قبل از وصل کردن کیسه ادرار با آب و صابون شسته شود . قابل ذکر است که کیسه ادرار باید هر 15 دقیقه کنترل شده و پس از جمع آوری ، ادرار باید در ظرف دیگری نگه داری شود . 
● مواد نگه دارنده ادرار 

موادنگه دارنده جهت نگه داری ادرار بیش از 2 ساعت ف بررسی ترکیبات ناپایدار در ادرار و پایداری نمونه جهت مطالعات میکروبیولوژیک کاربرد دارد . 

نگه دارنده های رایج اسیداستیک ، اسیدبوریک و اسید کلریدیک 6 نرمال می باشند . این ترکیبات توکسیک بوده و دارای خطر زیستی می باشند . هم چنین به دلیل امکان پاشیده شدن ادرار به هنگام تخلیه در ظرف، بهتر است ابتدا نمونه در ظرف دیگری جمع آوری شده و سپس به ظرف اصلی حاوی ماده نگه دارنده منتقل گردد . 
· نگه داری و انتقال نمونه 
جهت انتقال نمونه باید درب ظرف کاملاً محکم باشد تا امکان نشت نمونه به خارج از ظرف و محیط اطراف به حداقل برسد (در صورت امکان جهت انتقال می توان ظرف نمونه را درون ظرف دیگری قرارداد) . 

نمونه ادرار باید در سریع ترین زمان ممکن به آزمایشگاه منتقل شده و حداکثر در ظرف 2 اعت در دمای اتاق بررسی گردد . در غیر این صورت باید نمونه پس از جمع آوری در یخچال نگهداری شود (دمای 2-8 Co) .

در بررسی های میکروبیولوژیک در صورتی که نتوان نمونه را به آزمایشگاه منتقل نمود و مورد بررسی قرارداد تمهیدات زیر باید صورت گیرد: 

●● نمونه را می توان ب مدت 24 ساعت در دمای 2-8 Co تا قبل از کشت نگه داری نمود . 

●● می توان قسمتی از نمونه ادرار را جهت بررسی های بیوشیمیایی در ظرف دیگری که حاوی نگه دارنده باکتریواستاتیک است ، نگه داری نمود .

مدفوع 

مدفوع نمونه مناسبی جهت تشخیص عوامل پاتوژن مولد اسهال باکتریایی ، ویروسی و انگلی است . نمونه گیری در زمان مناسب (عوامل ویروسی تا 48 ساعت و عوامل باکتریایی تا 4 روز از زمان شروع اسهال) . نحوه انتقال نمونه و شرایط بیمار در هنگام نمونه گیری از عواملی هستند که رعایت آن ها در شناسایی عامل پاتوژن بسیار کمک کننده است . جهت جمع آوری نمونه مدفوع باید مواردی را در نظر داشت که به برخی از آن ها در زیر اشاره می گردد : 
●● بیمار نباید از 15 روز قبل از نمونه گیری آنتی بیوتیک (نظیر تتراسایکلین و سولفانامید) ، داروهای ضد تک‌یاخته ،بیسموت، سلفات باریم ، ترکیبات کائولین ، روغن کرچک ، هیدروکسید منیزیم یا هرگونه داروی ملین مصرف کرده باشد . 

●● تعداد دفعات نمونه گیری براساس درخواست پزشک می باشد . 

●● در صورت مشکوک بودن به عوامل باکتریایی سه نمونه در فاصله سه روز و در خصوص عوامل انگلی 3 نمونه که در طول 10 روز جمع آوری شده مناسب است . 

●●نباید در یک روز بیش از یک نوبت نمونه از بیمار گرفته شود . 

●● نمونه گیری در بیمارانی که بیش از سه روز بستری شده اند توصیه نمی شود . 
●● در نوزادان و اطفال می توان از سواپ رکتال در محیط انتقالی استفاده نمود ولی این کار معمولاً برای تشخیص ویروس ها و عوامل انگلی پیشنهاد نمی شود . 

● نمونه گیری چهت عوامل باکتریایی مولد اسهال 

· نمونه مدفوع 
حداقل 5 گرم مدفوع باید در ظرف در پیچ دار تمیز ، عاری از مواد ضد عفونی کننده و یا شوینده جمع آوری گردد . 

· سواپ مقعدی 
سواپ را با فرو بردن در محیط انتقالی سترون ، مرطوب کرده به اندازه 3-2 سانتی متر در داخل اسفنگتر رکتوم فرو برده و بچرخانید. سواپ را بیرون کشیده پس از اطمینان از آغشتی به مدفوع ، سریعاً به داخل انتقال (کری بلر) فرو برید. سپس لوله های انتقال را در یخچال یا یخدان قرار دهید . 
در موارد اسهال ناشی از باکتری های مهاجم مانند شیگلا،ساییدن سواپ به مخاط اتهایی روده جهت جمع آوری نمونه بسیار مهم است . 

· سواپ مدفوع 
در صورت لزوم به نگه داری نمونه مدفوع بیش از 2 ساعت ، مقدار اندکی از مدفوع و هرگونه بلغم یا تکه های مخاط پوششی روده را با فرو کردن سواپ سر پنبه ای یا سر پلی استری به درون مدفوع سریعاً به لوله حاوی محیط انتقالی تلقیح کنید و در یخچال و یا یخدان قرار دهید . 

●محیط های انتقالی 
· کری بلر 
این محیط برای انتقال بسیاری از عوامل بیماری زا کاربرد دارد . این محیط نیمه جامد بوده ، حمل و نقل آن آسان و پس از تهیه تا یک سال در دمای اتاق قابل نگه داری است (به شرطی که حجم آن کاهش نیافته ، علایم آلودگی و تغییر رنگ در آن مشاهده نگردد) .
· آب پپتونه قلیانی (Alkalane Petone Water = APW) 
این محیط را می توان برای انتقال ویبرویو استفاده نمود ولی این محیط نسبت به کری بلر برتری ندارد و فقط در صورت عدم دسترسی به محیط کری بلر باید مورد استفاده قرار گیرد (در صورتی که کشت بیش از 6 ساعت از زمان نمونه گیری به تعویق بیافتد نباید از این محیط استفاده گردد) . محیط فوق در درمای 4oC تا 6 ماه قابل نگه داری است . 
· سالین گلیسرول بافره (Buffered Glycerol Saline = BGS) 
این محیط برای شیگلا مورد استفاده قرار می گیرد و برای انتقال ویبرویو مناسب نمی باشد . این محیط مایع بوده ، لذا در حمل آن باید دقت شود . هم چنین تا 1 ماه پس از تهیه قابل استفاده است . 

· نگه داری 
●● نمونه های مدفوع حداکثر تا 2 ساعت در یخچال قابل نگه داری است . نمونه هایی را که نمی توان به فاصله 2 ساعت از نمونه گیری کشت داد ، باید در محیط انتقالی قرار داده و سریعاً در یخچال نگه داری نمود . 

●● محیط انتقالی حاوی سواپ مدفوع یا مقعد را می توان حداکثر 72-48 ساعت در دمای 4oC نگه داری کرد . در غیر این صورت این محیط می بایست ترجیحاً در دمای (-70oC) و یا در صورت عدم دسترسی ، در صورت عدم دسترسی ، در دمای    (-20oC) قرارداد (یا حداقل در فریزر خانگی نگه داری شود) . 

●● نمونه های مدفوع که از بیماران مبتلا به وبا گرفته می شود و در محیط انتقالی قرار می گیرد نیازی به نگه داری در دمای یخچال ندارند ، مگر آن که نمونه ها در معرض دمای بالا (بیش از 40oC) قرار داشته باشند . 

● نمونه گیری جهت عوامل انگلی 
· جمع آوری نمونه 
●● برای انجام این آزمایش حداقل 5 گرم مدفوع در ظرف دهان گشاد در پیچ دار تمیز و خشک مورد نیاز است (در صورت آبکی بودن مدفوع  معادل 5 سی سی) . 

●●در صورتی که نتوان فاصله زمانی مناسب بین جمع آوری نمونه تا انجام آزمایش را رعایت نمود باید نمونه در ماده نگه دارنده فرمالین 10%) . 
●● باید توجه داشت که بررسی خصوصیات ظاهری نمونه در نمونه تازه صورت می گیرد . 

●● نمونه مدفوع نباید گرد و خاک ، آب و ادرار آلوده گردد ، زیرا آلودگی اتفاقی با خاک و آّ ممکن است باعث آلودگی نمونه با ارگانیسم های دارای زندگی آزاد شود . ادرار نیز سبب تخریب تروفوزئیت ها می شود . ترجیحاً نباید نمونه از کاسه توالت جمع آوری گردد . 

●● چون مرحله تروفوزئیت تک یاخته خیلی زود از بین می رود ، ثبت تاریخ و ساعت نمونه گیری ضروری است . 
· نگه داری 
●● نمونه باید هرچه سریع تر به آزمایشگاه ارسال گردد . در صورت تاخیر بیش از 2 ساعت ، نمونه در محل خنک (ترجیحاً در یخچال) نگه داری شود . 

توجه : جهت آزمایش های شیمیایی (مانند خون در مدفوع) به 50 گرم مدفوع نیاز می باشد . 
نمونه های دستگاه تنفسی 
بهترین زمان جمع آوری نمونه در اکثر عفونت های تنفسی در طول 3 روز اول ایجاد علایم بیماری می باشد . 

نمونه ها بسته به محل عفونت ، از قسمت فوقانی و تحتانی دستگاه تنفسی جمع آوری می شوند . عوامل بیماری زا دستگاه تنفسی فوقانی (ویروسی یا باکتریایی) در نمونه های گرفته شده از قسمت نازوفارنژیال گلو عوامل بیماری زا دستگاه تنفسی تحتانی در نمونه خلط قابل بررسی هستند . کشت ارگانیسم هایی نظیر لژیونلا مشکل است لذا بهتر است که تشخیص براساس شناسایی آنتی ژن های جدا شده از ادرار باشد . در صورت شک به التهاب حاد اپیگلوت ، نمونه گیری از گلو یا حلق نباید صورت گیرد زیرا استفاده از این شیوه ممکن است سبب انسداد شدید تنفسی شود . جمعمولاً التهاب اپیگلوت به وسیله رادیوگرافی گردن تایید می گردد ولی عوامل اتیولوژیک ایجاد کننده آن ممکن است از کشت خون هم جدا گردند . 
● دستگاه تنفسی فوقانی 
· نمونه برداری از گلو و لوزه ها 
از بیمار خواسته می شود تا دهان خود را باز نماید و با آبسلانگ زبان وی را به پایین فشار داده ، برای مشاهده نواحی ملتهب و اگزودا از چراغ قوه استفاده می شود . سواپ استریل داکرونی یا آلژینات کلسیم را چندین بار بر روی نواحی ملتهب و اگزودای حلق کشیده شود . باید توجه شود که سواپ با سطح داخلی حفره دهانی تماس پیدا نکند ، چنانچه سواپ در طی 2-1 ساعت پس از نمونه گیری مورد آزمایش قرار نگیرد در یک لوله استریل درپوش دار حاوی محیط انتقالی باکتریایی یا ویروسی قرار داده می شود که یکی جهت گسترش مستقیم و دیگری جهت کشت استفاده می گردد . 
· آسپیراسیون نازوفارنکس 
این روش در کودکان و نوزادان از سواپ راحت تر و کار آمدتر است . با کاتتر سیلیکون ترشحات را آسپیره نمایید . 

●دستگاه تنفسی تحتانی 

· روش جمع آوری خلط 
یک نمونه خلط مناسب حاوی مواد ترشحی حاصل از ریه ها پس از سرفه عمیق است ( نمونه حاوی آب دهان ، ترشحات حلق و بینی مناسب نمی باشد ) . 

· زمان نمونه گیری 
به دلیل این که تعداد باسیل سل دفع شده در زمان های مختلف متفاوت می باشد ، آزمایش یک نمونه خل برای تشخیص کفایت نمی کند و حتما باید سه نمونه تهیه گردد . برای تهیه نمونه بیمار باید ناشتا باشد . در خصوص تعداد نمونه جمع آوری شده جهت سایر عوامل باکتریایی یک نمونه کفایت می کند ولی در صورت شک به وجود عوامل قارچی و عفونت میکوباکتریوم سه نمونه جداگانه صبحگاهی مناسب می باشد . 
نمونه اول : در اولین مراجعه بیمار به واحد درمانی تهیه می گردد و ظرف جهت نمونه یری دوم نیز تحویل داده می شود . 

نمونه دوم : خلط صبحگاهی که بیمار قبل از برخاستن از جای خود و به صورت ناشتا در منزل تهیه می نماید . 

نمونه سوم : خلط صبحاگی که همزمان با مراجعه بیمار برای تحویل نمونه دوم از بمار گرفته می شود . 

نمونه باید در ظرف دهان گشاد از جنس پلاستیک قابل سوختن شفاف و محکم با قطره حدود 7-5 سانتی متر جمع آوری گردد (نمونه داخل آن از نظر مقدار و کفیت قابل رویت بوده و همچنین به راحتی سوزانده و معدوم گردد) . جهت جلوگیری از نشت خلط از داخل ظرف به بیرون ، باید از ظرف در پیچ دار استفاده نمود . در صورت عدم دسترسی به ظرف پلاستیکی با مشخصات فوق می توان از ظروف شیشه ای هان گشاد در پیچ دار استفاده نمود (با رعایت اصول استریلیزاسیون) . 

· نحوه نمونه گیری 
بیمار صبح ناشتا در فضای باز ابتدا یک نفس عمیق کشیده و با سرفه های عمیق خلط را درون ظرف (در حالی که ظرف نزدیک لب های بیمار قرار دارد) تخلیه می کند . سپس درب آن را بسته و در کیسه نایلونی قرار می دهد . بهتر است حجم خلط بین 5-3 میلی لیتر باشد . 

در صورتی که بیمار نتواد با سرفه کردن برای انجام آزمایش ، نمونه خلط بدهد باید به روش زیر عمل شود : 

بیمار روی تخت معاینه طوری بخوابد که صورت او رو به پایین بوده و سر او پایین تر از سینه قرار گیرد . سپس پس از دم عمیق نفس خود را نگه داشته با یک بازدم محکم تخلط را خارج کند . این عمل باید تهیه نمونه از خلط ادامه یابد . 

· نگه داری 
باید نمونه هر چه سریعتر به آزمایشگاه ارسال گردد . در غیر این صورت در محل خنک (ترجیحاً در یخچال) نگه داری شود . 

●● همه نمونه های تنفسی به جز لخل ، باید در محیط کشت انتقالی مناسب باکتری ها / ویروس ها منتقل گردند . 

●● نمونه های باکتریایی تا مدت 24 ساعت در دمای محیط و ویروس ها در محیط انتقالی مناسب در دمای 4-8oC قابل انتقال می باشند . 

جمع آوری نمونه جهت ضایعات پوستی 

در اکثر ضایعات پوستی تشخیص ممکن است براساس مشاهده ظاهری و تاریخچه بیماری بدون جمع آوری نمونه های تشخیصی صورت گیرد . در مشاهده ظاهری ضایعه ، نکات مهمی از قبیل نوع ضایعه پوستی (اریتماتو ، ماکولار ، پاپولار ، ماکولوپاپولار، وزیکولار ، بولوس ، پتشیال ، پورپوریک و غیره) . و نحوه پراکندگی آناتومیک ضایعه (مرکزی ، محیطی ، منتشر و غیره) باید در نظر گرفته شود . در مواردی با تشخیص نامعلوم ، غیر معمول و نادر ممکن است جمع آوری نمونه از راش‌ها یا ضایعات پوستی نیاز باشد . در موارد راش های وزیکول ها تهیه می گردد . در خصوص سایر ضایعات اگزانتوماتو (ماکولار یا پاپولار) ممکن است تشخیص بیشتر بر پایه سیار روش ها ، نظیر کشت خون  سرولوژی صورت گیرد . 
در موارد مشکوک به آنتراکس پوستی یا ضایعات خیار کی ممکن است نمونه ها از زخم های پوستی و هم چنین نمونه برای کشت خون تهیه شود . 

●روش جمع آوری 
· راش های وزیکولو – پوستولار (جهت تشخیص عفونت های ویروسی)
زخم یا وزیکول تازه و رسیده را با اتانول 70% تمیز نمایید . 

(( وزیکول 

سرنگ توبرکولین با سوزن 27-26 را در حالی که سر سوزن آن به سمت بالا قرار دارد ، در پایه وزیکول ئارد کنید . 

مایع را آسپیره نموده و سریعاً و با دقت به داخل ظرف حاوی 2-1 میلی لیتر محیط انتقال ویروسی تخلیه نمایید (یک بار سرنگ را با محیط انتقالی شست و شو دهید) . 

(( زخم 
پوسته زخم را بالا آورده و به کمک سواپ استریل داکرونی بر روی پایه زخم بمالید (سواپ آلژینات کلسیم نباید استفاده شود) . سپس سواپ به سرعت در ظرف حاوی محیط انتقال قرار گیرد . 

(( تهیه گسترش 

پایه زخم به کمک اسکالپل یا کورت تراشیده شده و سوسپانسیونی از ضایعات در دو تا سه قطره از محیط انتقالی تهیه نمایید . از سوسپانسیون فوق دو تا سه قطره بر روی لام بگذارید . پس از خشک شدن در هوا در استون سرد فیکس نمایید . 

· نمونه کبره 
●● به وسیله لانست و فورسپس یک بار مصرف ف کبره ها را از محل خودش جدا نمایید . 

●● 10-5 لایه کبره را برداشته و در ظرف پلاستیکی در پیچ دار قرار دهید . 

●● اگر مشکوک به آنتراکس جلدی هستید ، مایع وزیکولی زیر محل زخم ، نمونه تشخیصی بهتری نسبت به تکه های زخم می باشد . 

● نگه دارنده ها در خصوص نمونه های ادرار و مدفوع 

انواع نگه دارنده ها در خصوص نمونه های ادرار و مدفوع به شرح زیر می باشد : 

●● جهت کشت ادرار و شمارش کلنی ، اسیدبوریک مناسب می باشد . با استفاده از نگه دارنده نمونه ادرار تا 24 ساعت در دمای اتاق جهت بررسی باکتریوژیک قابل نگه داری است . 

●● نمونه مدفوع جهت کشت عوامل باکتریایی را در صورتی ک نتوان سریعاً به آزمایشگاه ارسال نمود تا 2 ساعت در دمای 4oC قابل نگه داری است ، در غیر این صورت نمونه ها را می توان در محیط های نگه دارنده و انتقالی نظیر استوارت ، آمیس و کری بلر منتقل نمود . در بعضی مواقع می توان با اضافه نمودن زغال به محیط استوارت و آمیس اسید های چرب موجود در سواپ های پنیه ای ، که بازدارنده ارگانیسم های سخت رشد نظیر نایسریاگونوره و بوردتلاپرتوسیس می باشند را جذب نمود . 
●● مدفوع از نظر توکسین کلستردیوم دیفسیل باید بدون مواد نگه دارنده جمع آوری گردد و این نمونه تا 48 ساعت در دمای 4oC قابل نگهاست . در صورت تاخیر بیشتر ، نمونه باید در دمای  -70oC نگه داری گردد . 

●● نگه دارنده مناسب جهت تخم انگل ، تروفوزیت و کیست تک یاخته فرمالین 10% ، پلی وینیل الکل و سدیم استات فرمالین (Sodium Acetate Formalin = SAF) است . 
