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Glossaire

ACP : Anatomie et cytologie pathologiques

CLCC : Centre de Lutte Contre le Cancer

CLIN : Centre de Lutte contre les Infections Nosocomiales

COFRAC : Comité Francais d’Accréditation : Unique instance d’accréditation chargée de
délivrer des accréditations aux organismes intervenant dans I'évaluation de la conformité en

France.

GBEA : Guide de Bonne Exécution des Analyses

GR : Gustave Roussy

HAS : Haute Autorité de Santé

LBM : Laboratoire de Biologie Médiale

mL : Millilitre

NC : Non-Conformité

NCPA : Non-Conformité Pré-Analytique

RAQ : Responsable Assurance Qualité

REMIC : Référentiel en microbiologie médicale

SGL : Systéme de Gestion de Laboratoire

TLM : Technicien de Laboratoire Médical



1. Introduction

1.1 L’accréditation : La réforme de la biologie médicale

De 1994 a 2010, les laboratoires étaient régis par le Guide de Bonne Exécution des
Analyses (GBEA) qui réglementait les pratigues professionnelles des laboratoires
d’analyses. Ce fut la premiére approche de la qualité.

De 2010 a 2013, il y a eu la grande réforme de la biologie médicale : une qualité approuvée

par une accréditation obligatoire délivrée par un organisme, unique instance nationale

d’accréditation, le Cofrac.

Actuellement, les Laboratoires de Biologie Médicale (LBM) doivent étre impérativement
accrédités pour 50% de leur volume d’activité avec au moins un examen accrédité par
famille en 2016, 80% en 2018 et 100% en 2020. Pour cela, ils doivent répondre aux

exigences de la norme européenne ISO 15189.

C’est ainsi que le Département de Biologie et de Pathologie médicales de Gustave Roussy

s’est engagé dans une démarche d’accréditation.

1.2 Présentation de I’hépital Gustave Roussy et de son département de
biologie et pathologie médicales

Gustave Roussy Cancer Campus Grand Paris est un Centre de Lutte Contre le Cancer
(CLCC) situé a Villejuif dans le Val de Marne. C’est le premier centre européen de lutte
contre le cancer par son volume d’activité (356 lits et 88 places en hdpital de jour). Ses
missions sont : le soin, la recherche et 'enseignement. Dans le domaine du soin, GR a pour
objectif le diagnostic, le traitement et le suivi des patients adultes et pédiatriques atteints de
tumeurs solides ou d’hémopathies malignes. Une de ses missions essentielles est le

transfert de l'innovation diagnostique et thérapeutique de la recherche vers les patients.

Les activités clinigues sont donc tres diversifiées: oncologie médicale, chirurgie,
radiothérapie, prise en charge des urgences oncologiques et soins palliatifs. Ces activités
sont organisées en comités spécialisés dans la prise en charge de tumeurs d’'un organe ou
d'un systeme; elles s’appuient sur un plateau médico-technique complet (radiologie,

imagerie nucléaire,...) incluant le département de biologie et pathologie médicales.

Se référer a 'Annexe 1 : Organigramme de I'hdpital



Le département de biologie et pathologie médicales (Biopath) regroupe I'ensemble des
laboratoires de biologie médicale ainsi que la structure d’anatomie et cytologie pathologique

(ACP). De ce fait, Biopath est composé de sept services :

-Anatomie et cytologie pathologique

-Biochimie

-Pharmacologie

-Pathologie moléculaire

-Génétique

-Hématologie-Cytologie

-Microbiologie

- Core Biopath : une structure unigue pour I'accueil des prélévements.
Se référer a 'Annexe 2 : Organigramme de Biopath

Biopath est organisé autour de trois plateformes techniques situées sur le site principal : une

plateforme de biologie médicale, une plateforme de biologie moléculaire et une plateforme

technique de pathologie morphologique.

Biopath regroupe les ressources permettant de gérer quotidiennement les examens de
biologie médicale, d’anatomie et cytologie pathologique prescrits par les comités et les
départements de soins. |l réalise également des examens émanant des prescriptions
extérieures a GR. La moyenne de dossiers créés pour les examens de microbiologie,

biochimie, hématologie et génétique est de 728 dossiers par jour.

Le 21 avril 2015, GR a fusionné avec le centre hospitalier de pneumologie de Chevilly-Larue.
Biopath fonctionne alors sur deux sites (Villejuif (siége social et site principal) / Chevilly
Larue). Biopath est également laboratoire sous-traitant pour I'ensemble des examens

prescrits par les praticiens de I'hdpital Paul Guiraud.

Le site de Chevilly ne contient qu’une plateforme de biologie médicale. Ce regroupement de
moyens techniques et humains en plateforme permet d’optimiser la gestion des ressources

techniques et les flux des échantillons au sein de Biopath.

Quatre services ont une activité utilisant les ressources de la plateforme biologique :
e Les services de biochimie, d’hématologie-immunologie et de microbiologie médicale

prennent en charge les examens de biologie médicale associés du patient.



e Le service pharmacologie réalise les dosages de nombreux médicaments

anticancéreux.

Deux services ont une activité utilisant les ressources de la plateforme de biologie
moléculaire :
e Le service de génétique constitutionnelle réalise des tests concernant les
prédispositions génétiques a la maladie cancéreuse.
e Le service de pathologie moléculaire réalise des tests destinés a I'étude des
caractéristiques moléculaires somatiques (altérations chromosomiques et géniques)

acquises par les cellules tumorales.

La permanence des soins est organisée sur le site de Villejuif pour les deux sites.

C’est au sein du service de microbiologie que I'étude du sujet du mémoire a été réalisée.

1.3 La qualité a I’hépital Gustave Roussy (GR)

GR a obtenu en 2012 le renouvellement de sa certification HAS.

Au sein du Département Biopath :
- Création d’'une cellule qualité en 2012. Elle est composée de différents corps de métiers :
secrétaires, techniciens de laboratoire médical (TLM) et biologistes.

Se référer a 'Annexe 3 : Organigramme Fonctionnel

- Dans le cadre de I'accréditation Cofrac, le département Biopath a fait le choix de s’inscrire

dans la voie B (partenariat avec BioQualité).

- BioQualité a délivré sa Qualification au département Biopath en 2013. Cette derniére est

valable jusqu’au 20 janvier 2016.

- En mai 2013, pour répondre aux exigences du Cofrac, le département a déposé deux
dossiers de vérification de méthode (famille de 'Hémostase : le TCA (Temps de Céphaline
Activée), famille de la Sérologie infectieuse: le TPHA (Treponema Pallidium
Hemagglutination Assay)). A lissue de I'étude de ces deux dossiers, en septembre 2013 le
Cofrac a validé la vérification d’entrée dans la démarche d’accréditation pour I'activité

biologique du département.



- En avril 2015, ont été envoyé au Cofrac le questionnaire de renseignements (SH-FORMO05)
et le questionnaire d’auto-évaluation pour la préparation de I'évaluation sur site selon la
norme ISO 15189 (SH-FORM 03).

- Le département a fait le choix de demander I'accréditation pour un ensemble d’examens
qui représente 78,1% du volume de son activité par rapport au volume annuel d’activité

totale du plateau technique de biologie médicale.

- En juillet 2015 le département a regu de la part du Cofrac la confirmation de réception du
dossier de demande d’accréditation initiale et a ce jour celui-ci est en attente de leur décision

concernant la recevabilité administrative du dossier.

1.4 Sujet du mémoire
1.4.1 Objectif
Le sujet du mémoire porte sur I'étude pré-analytigue du parcours des hémocultures au sein

de notre structure hospitaliére.

Dans le cadre de l'accréditation du laboratoire par le Cofrac, celui-ci souhaite lors d'une
extension d’accréditation ajouter les hémocultures a la portée d’accréditation. C’est donc
dans I'objectif de la préparation du futur dossier de vérification de méthode que la phase pré-

analytique a été analysée. Afin de travailler sur ce sujet, la roue de Deming a été utilisée:

1. Planification de I'étude

2. Collecte des données

Planifier

A . PI
3. Interprétation des données et (Fian)

comparaison par rapport aux sociétés
savantes et aux attentes du laboratoire

Vérifier
4. Le suivi, axes d’améliorations Systeme (Check)

de management
de la qualité



1.4.2 Qu’est-ce qu’une hémoculture ?

Une hémoculture est un examen sanguin essentiel pour le diagnostic des bactériémies ou
des fongémies dues au passage dans le sang de bactéries ou de champignons. Elle
consiste en un prélévement de sang veineux, qui est mis en culture dans un flacon
contenant un milieu de culture approprié afin d'y détecter la présence éventuelle de
bactéries, de levures ou plus rarement de champignons filamenteux. L’objectif de ce
prélevement est d’identifier le micro-organisme responsable de l'infection, de localiser le
foyer infectieux, de réaliser un antibiogramme afin de mettre le patient sous antibiothérapie

adaptée.

Le sang est normalement stérile. La présence de micro-organismes dans le sang témoigne
d’'une infection grave qui peut rapidement engager le pronostic vital du patient. Ces micro-
organismes peuvent provenir d’un foyer d’infection tissulaire a partir duquel ils passent dans
le sang (pyélonéphrite, cholécystite, pneumonie, site opératoire...). Les dispositifs
intravasculaires (cathéter veineux, chambre implantable), dont sont porteurs une majorité
des patients pris en charge a GR, peuvent également étre la porte d’entrée de bactériémies
ou de fongémies.

On ne connait pas avec précision le nombre de micro-organismes présents dans le sang
circulant au cours des bactériémies ou des fongémies, il est cependant estimé que la
concentration microbienne peut étre inférieure a 1 unité formant colonie/ml de sang chez une
grande partie des patients infectés. La sensibilité diagnostique des hémocultures est par
conséguent en grande partie conditionnée par le volume de sang mis en culture. Celui-ci
résulte d’'une part du volume de sang prélevé dans chaque flacon et d’autre part du nombre
d’hémocultures réalisées.

Le sang est recueilli dans une paire de flacons aérobie et anaérobie de facon a permettre la
croissance d’'un éventail aussi large que possible de micro-organismes, qu’ils s’agissent de
bactéries ou de levures.

Les hémocultures doivent étre prélevées si possible avant la mise en route du traitement
anti-infectieux. Plusieurs prélévements sont réalisés, a quelques heures d'intervalle, de
préférence au moment d'un pic d'hyperthermie, d'hypothermie ou lors de frissons, signes
d’'une décharge bactériémique. Les hémocultures sont prélevées par ponction veineuse
directe sur une veine périphérigue et chez les patients porteurs de dispositifs intra-
vasculaires, sur le cathéter ou la chambre sous cutanée. Les recommandations locales de
GR sont de réalisées dans le méme temps, un prélévement d’hémocultures sur une veine
périphérique et un autre sur le dispositif intravasculaire chez les patients qui en sont

porteurs. Ces hémocultures couplées ont démontré leur intérét dans le diagnostic des


https://fr.wikipedia.org/wiki/Examen_sanguin
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sang_veineux
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hyperthermie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypothermie

bactériémies dont la porte d’entrée est une infection développée a partie d’'un dispositif

intravasculaire.

Différentes conditions sont a respecter afin que ce prélevement soit de qualité et qu’il puisse
étre analysé dans de bonnes conditions :

- Choix du moment du prélevement (pic fébrile, hypothermie, frisson, avant antibiothérapie).

- Respect des procédures lors du prélevement (asepsie de la peau, désinfection du
capuchon du flacon d’hémoculture...) afin d’éviter les contaminants et de travailler en toute

sécurité.

- Obtention d’une quantité de sang suffisante.

- Réalisation d’'un nombre de prélévements suffisant.

- Sélection des milieux de cultures adaptés :
e Prélevement sur deux milieux de culture différents (en aérobiose et en anaérobiose).

e Utilisation de bouillons de culture appropriés.

- Respect des bonnes conditions d’acheminement des échantillons au laboratoire.

- Réalisation des investigations spécifiques (recherche de microorganismes a croissance

lente et/ou difficile).

Le protocole de prélevement a été validé par le CLIN en accord avec les représentants de la

direction des soins et le laboratoire de microbiologie.

1.4.3Principe de détection

Le laboratoire utilise 'automate BacTALERT3D® et des flacons en aérobiose (FA) de
couleur vert et en anaérobiose de couleur orange (FN) commercialisés par bioMérieux®.
Ces flacons contiennent du charbon destiné a adsorber les antibiotiques éventuellement
présents dans le sang du malade au moment du prélévement car ils pourraient inhiber la
croissance bactérienne.

Se référer a 'Annexes 4 et 5 : Fiches techniques des flacons bioMérieux®



Chaque flacon est introduit dans une cellule au sein de 'automate, incubé pendant 5 jours.

Le principe de détection de la croissance bactérienne est basé sur la production de CO,

émis par les micro-organismes au cours de leur multiplication. Le CO», produit acidifie le
milieu de culture ce qui entraine une diminution de pH. Cette diminution de pH est détectée
par 'automate grace au changement de couleur d’'une membrane contenant un indicateur de
pH située au fond du flacon. Un flacon est déclaré positif selon un algorithme de mesure

spécifique a 'automate.

1.4.4Recommandations

Selon les recommandations de la Société Francaise de Microbiologie (REMIC), la phase pré-
analytique des hémocultures est trés importante. Le volume de sang ainsi que le délai
d’acheminement de I'échantillon sont a respecter afin de ne pas rendre un résultat
faussement négatif : « un volume de sang insuffisant est associé a une perte de chance

diagnostique ».



1.4.5Présentation de I’analyse des risques

Analyse de risques effectuée par la méthode des 5M (diagramme d’Ishikawa) :

— Méthode Milieu
Main d’ceuvre
: \ Procédure Condition
Habilitation du Formation \ environnementale
personnel de soins, de Mode opératoire
réception et TLM Respect des Intégrité du flacon
procédures et Manuel prélévement
Respect des conditions |\ manuel de Stockade & lobscurie
d’hygiéne et sécurité prélévement Criteres tockage a fobscurite
d’acceptation des
— échantillons™ . R
Prescription Hémoculture a
d’hémoculture analyser
T . - Transport automatisée :
ranspor_ manuel : Pneumatique
Brancardiers Quantité de sang dans
Hémoculture
Scan’Bac® SiL
Saisie informatisée ou manuelle du bon de
Matériel/ Moyen demande d’examen dans le SGL
Matiére

*Les critéres d’acceptation des échantillons comprennent :

= |Le délai d’acheminement des flacons d’hémocultures

» La qualité du remplissage du bon de demande d’examen des hémocultures

2. Présentation de I’étude

L’étude de I'analyse du parcours pré-analytique des échantillons d’hémocultures est divisée
en plusieurs étapes, ceci dans le but :

- de mesurer le volume de sang prélevé.
- d’estimer le délai d’acheminement des flacons au laboratoire décomposé en deux temps :

e délai entre la réalisation du prélevement et sa réception a I'accueil des prélévements.
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e délai entre la réception a I'accueil des prélevements et son insertion dans 'automate

au laboratoire.
- d’analyser les demandes d’examens décomposées en deux temps :

¢ la qualité du remplissage du bon de demande d’examen par les services de soins.
e la qualité de la saisie des informations du bon de demande dans le systéme de
gestion de laboratoire (SGL).

Dans I'étude de ces différentes parties, le personnel a été impliqué afin de trouver des

solutions d’amélioration suite aux difficultés que celui-ci peut rencontrer.

L'étude basée sur la mesure du volume de sang prélevé et l'estimation du délai
d’acheminement des flacons a été réalisée sur une semaine (hors période de vacances

scolaires).

L’étude basée sur la qualité du remplissage des bons de demande d’examen et de leur

saisie informatisée a été réalisée pour des demandes prescrites le jour et la nuit.

2.1 Le volume de sang prélevé dans les flacons d’hémoculture
2.1.1Méthode

L’étude du volume de sang prélevé dans le flacon est réalisée par pesée, avant ouverture du
flacon en cas de positivité et aprés 5 jours d’incubation dans I'automate pour les flacons

négatifs. L’échantillonnage est de 103 dossiers patients.

Le matériel utilisé est une balance électronique vérifiée annuellement par un organisme

extérieur.
En partant du principe qu’'un gramme correspond en moyenne a un millilitre de sang.

Le volume de sang présent dans le flacon est calculé a partir du poids total du flacon rempli

de sang moins le poids moyen de flacons ne contenant pas de sang.

Pour ce faire, il a été pesé dix flacons aérobies de deux lots différents ne contenant pas de
sang. Le poids moyen d’un flacon aérobie est de 58,7 grammes. Pour le flacon anaérobie,
pesée de dix flacons sur un lot (car pas de lots différents a disposition) ne contenants pas de

sang. Le poids moyen d’un flacon anaérobie est de 69,3 grammes.
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Afin de faciliter I'interprétation des résultats, les services de soins de I'hdpital sont regroupés

par secteurs d’activite :

- Médecine - Chirurgie - Pédiatrie
- Hématologie - Réanimation

Les résultats ont également été analysés selon le site de prélevement :
% Cathéters veineux et chambres implantables

% Veine Périphérique

2.1.2Recommandations

- Selon les recommandations du REMIC : « c’est la quantité totale de sang mise en culture

lors d’un épisode clinique qui est de loin le paramétre le plus influent sur la sensibilité de

I'examen »...« il existe une relation directe entre le volume de sang inoculé dans les flacons
d’hémocultures et le rendement de la technique »...« la densité des bactéries présentes
dans le sang est généralement tres faible chez l'adulte, et est plus importante chez

I'enfant ».

- D’aprées le fournisseur bioMerieux®, il est recommandé de prélever un volume de sang de
10 mL. Un volume de sang supérieur a 10 mL « n’assure pas un rapport optimal entre sang
et milieu ». Le fournisseur précise également que « Méme si des volumes d’échantillon
inférieurs peuvent étre utilisés, lisolement peut étre amélioré en utilisant un volume
d’échantillon proche des 10 mL recommandés ». Nous pouvons supposer qu’avec un
volume inférieur & la recommandation, le laboratoire peut-étre susceptible de rendre un

résultat faussement négatif (cf recommandations du REMIC citées précédemment).

Se référer aux Annexes 4 et 5 : Fiches techniques des flacons bioMérieux®
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2.1.3Résultats

- Recueil des données :

Volume de sang moyen prélevé en mL (écart-type)
Services de soins KTV/CSC* Périphérique
PEDIATRIE 2,13 (1,6) 1,34 (1,8)
HEMATOLOGIE 4,90 (3,4) 2,94 (1,6)
MEDECINE 3,97 (2,5) 2,96 (3,7)
REANIMATION 4,80 (3,6) 3,34 (1,6)
CHIRURGIE 5,33 (3,3) 3,26 (3,4)

*KTV : cathéter veineux
CSC : chambre implantable

Rappel : le volume recommandé est de 10 mL

- Représentation graphique des données et conclusion :

Pourcentage de remplissage des flacons
d'hémoculture par services

100%

90%

Recommandation
fournisseur

80%
70%

60%

50%

40%

30%
20% -
10% -
0% -

PEDIATRIE

HEMATOLOGIE  MEDECINE

REANIMATION

CHIRURGIE

B KTV/CSC

W Périphérique

D’aprés les résultats obtenus, 'ensemble des services de I'hdpital ne respectent pas les

recommandations du fournisseur.
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Pour le service de pédiatrie, le volume de sang prélevé est bien inférieur aux spécifications
et a celui observé dans les autres secteurs d’hospitalisation qui ne prennent en charge que
des adultes. Ceci est probablement la conséquence de la difficulté de prélever des volumes

de sang important chez I'enfant.
Les flacons prélevés sur KTV/CSC sont plus remplis que ceux prélevés en périphérie.

Une hypothése peut étre proposée : les veines sont plus fragiles et peuvent se collaber ce
qui ne peut pas arriver avec un KT ou une chambre implantable. Il ne faut pas oublier qu'au
sein de cette structure hospitaliére, les patients cancéreux ont des veines tres fragilisées par

les différents traitements chimiothérapiques dont certains ont une toxicité avérée.
2.1.4Echange avec le personnel de soin

Au cours d’une réunion de concertation avec la cadre hygiéniste de GR, deux biologistes du
service de microbiologie, les infirmiéres référentes en hygiéne hospitaliere des différents
secteurs de soins et moi-méme en tant que TLM (référent qualité du service de
microbiologie), un échange a été réalisé sur les résultats obtenus au cours de cette étude.

Les informations suivantes ont été rapportées par le personnel de soins :

- «Quelques gouttes de sang suffisent a la réalisation d’'une hémoculture », notion
générale (peut-étre enseignée pendant la formation d’infirmiére). Cette information circule

dans I'ensemble de I'hdpital.

- Difficulté a lire la graduation sur le flacon (graduation présente afin d’aider le personnel
soignant vis-a-vis du volume de sang a prélever) :
¢ car la réalisation du prélévement des hémocultures peut nécessiter d’incliner les
flacons
% le milieu déja présent dans le flacon est noir en raison de la présence de charbon

et ne permet pas d’estimer visuellement la quantité de sang prélevée.

- Au sein de la structure hospitaliere les « patients sont tres difficiles a prélever » du fait

des traitements qui altérent I'état de leurs veines.

- Appréhension du personnel soignant quant au volume de sang a prélever par rapport a la

taille du flacon d’hémoculture (notion d’épargne sanguine).
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- Absence de vide prédéfini dans le flacon ce qui ne permet pas d’informer le personnel

soignant lorsque le volume de sang nécessaire est atteint.

Suite & ces échanges, des informations ont été apportées et cela a permis de contredire
certaines idées recues et de prendre connaissance des différentes difficultés rencontrées par

le personnel de soins.

2.1.5Perspective d’amélioration, actions a mettre en ceuvre

De retour dans le service de microbiologie, il a été déclaré une non-conformité pré-
analytique dans le systeme de gestion des non conformités. Une fiche action a été mise en
place. Celle-ci est composée des éléments suivants :

- Sensibilisation du personnel par courrier en interne adressé aux cadres.

Sollicitation auprés de notre fournisseur bioMerieux® d’'une formation dispensée au

personnel de soins.

Changement des flacons: mise a disposition de nouveaux flacons avec, a la place du
charbon, de la résine ce qui permet d’apprécier visuellement la quantité de sang prélevée

et de mieux visualiser la graduation présente sur le flacon.

Possibilité de mettre en place des flacons spéciaux pour le service de pédiatrie: le
fournisseur bioMérieux® commercialise des flacons pour un volume d’échantillon
disponible minime. lls permettent l'isolement d’anaérobies facultatifs et aérobies
(bactéries et levures) a partir du sang pour un volume recommandé de 4 mL.

Se référer a 'Annexe 6 : Fiche technique du flacon pour un volume de sang de 4mL
bioMérieux®

Cependant, il n’existe pas d’étude permettant de vérifier que ces flacons ont les mémes

performances diagnostic chez des patients pédiatriques d’'onco-hématologie.
- Mise a jour de la procédure rédigée conjointement par le CLIN, la direction des soins et le
service de microbiologie sur les modalités de recueil d’'une hémoculture. (Procédure

disponible dans le manuel de prélevement).

- Vérification de l'efficacité de la fiche d’action dans 6 mois par un nouvel échantillonnage.
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2.2 Le délai d’acheminement des flacons au laboratoire :

Le délai est étudié en deux temps :

> Le délai entre la réalisation du prélévement et sa réception a I'accueil des prélévements
(Core Biopath).
» Le délai entre la réception de I'échantillon & Core Biopath et son insertion dans I'automate

au laboratoire de microbiologie.

Organisation du laboratoire :

Le laboratoire de microbiologie est ouvert 7jours/7, du lundi au vendredi de 8h00 a 17h30, le
samedi de 8h00 & 16h30 et le dimanche et Jours fériés de 8h00 a 12h00. En dehors de ces
heures d’ouverture, les hémocultures sont insérées dans I'automate BacTALERT3D® tous
les jours jusqu’a 23h30 par le personnel de garde.

Le BacTALERT3D® est situé dans le laboratoire de microbiologie.

Les hémocultures prélevées apres 23h30 restent dans le service de soins et sont
acheminées au laboratoire par un brancardier qui les récupére dans les différents services
hospitaliers avant de les déposer a Core Biopath. Les hémocultures sont enregistrées a

partir de 8h par le personnel de I'accueil des préleévements.

2.2.1Délai entre la réalisation du prélevement et sa réception a I’accueil

des prélevements

Ce délai correspond au temps passé entre la réalisation du prélévement et la réception de

celui-ci par le personnel de Core Biopath.

Deux tranches horaires ont été étudiées :

» De 08h00 a 23h30: Période pendant laquelle les flacons sont pris en charge par le
personnel du laboratoire et incubés dans I'automate BacTALERT3D®.

» De 23h30 a 08h00 : Période pendant laquelle les hémocultures sont conservées dans les
services hospitaliers a température ambiante, période de temps pendant laquelle les

flacons ne sont pas incubés.
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2.2.1.1 Méthode

L’étude est basée sur le délai écoulé entre I'heure de réalisation du prélévement par le
personnel de soins et I'heure d’horodatage de la feuille de prescription par I'accueil des

prélévements.

L’échantillonnage est de 103 dossiers patients (ce qui correspond a 103 flacons

d’hémocultures) pour des demandes prescrites le jour et la nuit.

2.2.1.2 Recommandations et critéres d’acceptation définis par le laboratoire

- La norme ISO 15189 (version 2012) impose que la date et I'’heure du prélevement de
I'échantillon primaire soient inscrites sur la prescription (chapitre 5.4.3 f) « Informations de
prescription ») ainsi que la date et I'heure de la réception de I'échantillon (chapitre 5.4.3 g)

« Informations de prescription »).

La norme demande a ce que le laboratoire « dispose d’une procédure documentée pour
s’‘assurer que les échantillons sont transportés : en respectant un délai approprié, une
température spécifiée, qui garantissent de I'échantillon » (5.4.5 a) b) c).

Au sein de la plateforme de biologie, il existe deux documents qui décrivent les modalités de
prélévements : il s’agit du Manuel de Prélevement et d’'un autre document qui décrit les
criteres de conformité des demandes d’échantillons (D-RP-INS003 « Vérification de la

conformité des demandes et échantillons »)

- Le fournisseur bioMerieux®, recommande de transférer le plus rapidement possible les
flacons d’hémoculture inoculés au laboratoire. Cependant si ceux-ci n‘ont pas été incubés
dans l'automate prévu a cet effet (le fournisseur a conscience que ce délai n’est pas toujours
respecté), il faut « conserver les flacons a température ambiante (20°C ; 25°C) au maximum
24 heures avant leur introduction dans 'automate ».

A la demande de l'auteur de ce mémoire, bioMerieux® a envoyé un courrier spécifiant cette
information. Ce document est inclus dans la procédure de Vérification de la conformité des

échantillons.

- D’apres le REMIC « Les flacons doivent étre acheminés au laboratoire dés que possible.
L’acheminement est réalisé a température ambiante». Cependant, «tout retard
d’introduction des flacons dans I'automate entraine un délai de production de résultat allongé

préjudiciable a la prise en charge des patients dont le risque vital est engagé ».
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2.2.1.3Résultats

- Recueil des données brutes de 08h a 23h30:

Nombre de flacon recu par service de 8h a 23h30

Délai
d'acheminement a Oh-1h 1h-2h 2h-5h 5h et plus Total
Core Biopath
PEDIATRIE 8 3 1 1 13
HEMATOLOGIE 7 6 3 2 18
MEDECINE 25 5 2 4 36
REANIMATION 6 1 0 1 8
CHIRURGIE 4 0 2 1 7
Globale 50 15 8 9 82

Nombre de flacon recu par service de 8h a 23h30 en pourcentage
Délai
d'acheminement a Oh-1h 1h-2h 2h-5h 5h et plus
Core Biopath
PEDIATRIE 62% 23% 8% 8%
HEMATOLOGIE 39% 33% 17% 11%
MEDECINE 69% 14% 6% 11%
REANIMATION 75% 13% 0% 13%
CHIRURGIE 57% 0% 29% 14%
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- Représentation graphique des données :

Délais d'acheminementdes flacons a
I'accueil des prélevements
CoreBiopath de 8h00 a 23h30
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- Conclusion sur le délai d’acheminement des flacons a I'accueil des prélévements Core
Biopath de 08h a 23h30:

Dans 80% des cas le délai d’'acheminement des flacons est entre 0 et 2 heures ce qui est

conforme aux attentes du laboratoire.

- Recueil des données brutes pour la période de 23h30 a 8h00 :

Nombre de flacon recu par service a partir de 23h30
Délai
d'acheminement au Oh-1h 1h-2h 2h-5h 5h et 8h Total
centre de tri
PEDIATRIE 0 0 4 0 4
HEMATOLOGIE 0 0 0 2 2
MEDECINE 0 1 1 10 12
REANIMATION 0 0 1 1 2
CHIRURGIE 0 0 0 1 1
Globale 0 1 6 14 21
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Nombre flacon regu par service a partir de 23h30 en
pourcentage

Délai
d'acheminement au Oh-1h 1h-2h 2h-5h 5h et 8h
centre de tri
PEDIATRIE 0% 0% 100% 0%
HEMATOLOGIE 0% 0% 0% 100%
MEDECINE 0% 8% 8% 83%
REANIMATION 0% 0% 50% 50%
CHIRURGIE 0% 0% 0% 100%

- Représention graphigue des données :

Délai d'acheminement des flacons a l'accueil
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- Conclusion sur le délai d’acheminement des flacons a I'accueil des prélévements Core

Biopaht a partir de

23h30:

Dans plus de 90% des cas, les services de soins respectent le délai d’envoi de flacons

d’hémocultures a I'accueil des prélévements.
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2.2.1.4Echange avec le personnel de soins

Lors de la méme réunion que précédemment, un échange a été réalisé avec le personnel de

soins sur ces résultats :

- Le personnel a fait part de sa difficulté a envoyer des hémocultures par le systéme

pneumatique en raison de I'impossibilité de mettre plus de 4 flacons dans les cartouches.

- Les représentants du laboratoire ont rappelé la consigne de ne pas envoyer au laboratoire
les hémocultures aprés 23h30.

2.2.1.5Perspective d’amélioration, action a mettre en ceuvre

Les cartouches contenant les hémocultures ne peuvent pas étre modifiées, cependant le

laboratoire peut réfléchir a une meilleure prise en charge des patients 24h/24 7jours/7 :

- Etendre de 23h30 jusqu’'a 8h00 la plage horaire de la prise en charge des flacons dans

'automate par le personnel de garde du laboratoire.

- Installer un module de l'automate BacTALERT3D® a l'accueil des prélevements afin
d’éviter au personnel de nuit des allers/retours fréquents au laboratoire de microbiologie et

de faciliter ainsi I'introduction rapide des flacons dans I'automate.

2.2.2Délais entre laréeception des échantillons a Core Biopath et

insertion dans 'automate

Ce délai correspond au temps passé entre la réception de I'échantillon a I'accueil des
prélevements et linsertion de celui-ci dans le BacTALERT® situé au laboratoire de

Microbiologie.

2.2.2.1 Méthode

L’étude est basée sur le délai écoulé entre I'heure d’horodatage de la feuille de demande et
'heure d’insertion des flacons dans l'automate sur un échantillonnage de 84 dossiers
patients (ce qui correspond a 84 flacons d’hémocultures) pour des demandes prescrites le

jour et la nuit.
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2.2.2.2 Recommandations

Elles sont identiques au délai précédent.

2.2.2.3 Résultats

- Recueil des données brutes de 8h00 a 23h30:

Nombre de flacon regu par service entre 8h00 et 23h30
Délai
d'acheminement Oh-1h 1h-2h 2h-3h 3h et plus Total
jusqu'a l'automate
PEDIATRIE 11 1 0 1 13
HEMATOLOGIE 10 ’ 2 1 20
MEDECINE 26 ’ 2 2 37
REANIMATION 6 1 1 0 8
CHIRURGIE 0 0 1
Nombre de flacon regu par service entre 8h00 et 23h30 en
pourcentage
Délai
d'acheminement Oh-1h 1h-2h 2h-3h 3h et plus
jusqu'a l'automate
PEDIATRIE 85% 8% 0% 8%
HEMATOLOGIE 50% 35% 10% 5%
MEDECINE 70% 19% 5% 5%
REANIMATION 75% 13% 13% 0%
CHIRURGIE 83% 0% 0% 17%
Globale 69% 19% 6% 6%




- Représentation graphique des données :

Délai d'acheminement des flacons
jusqu'al'automate de 08h a 23h30
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- Conclusion sur le délai d’'acheminement des flacons jusqu’a I'automate de 08h 423h30 :

Dans 90% des cas, les flacons sont introduits dans 'automate dans les deux heures qui
suivent la réception de I'échantillon a l'accueil des prélévements, ce qui est conforme aux

attentes du laboratoire.

2.2.2.4 Amélioration, action a mettre en ceuvre
Résultat conforme aux attentes du laboratoire donc aucune action d’amélioration est
envisagée.
2.3 Analyse des demandes d’examens

2.3.1Qualité du remplissage du bon de demande d’examen par les

services de soins
Présentation :

Sur la feuille de demande d’examen d’hémoculture, plusieurs informations doivent étre

obligatoirement renseignées afin de rendre la prescription conforme :
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o J'étiquette d’identification du patient

e les étiquettes code-barres des flacons prélevés
¢ la date/heure/nature du prélévement

¢ [lidentité du prescripteur et du préleveur

Se référer a '’Annexe 7 : Feuille de demande d’Hémoculture

Core Biopath est équipé d’'un Scan'Bac® : c’est un outil qui permet de scanner le bon de
demande d’examen correctement rempli. Les informations du bon de demande sont alors

enregistrées directement dans le SGL.

Il est possible toutefois de saisir manuellement la feuille de demande d’examen : lorsque

cette derniére est mal remplie, lorsque les codes-barres des flacons sont mal collés...

Lors de I'enregistrement (phase pré-analytique), si des informations sont manquantes sur le
bon de demande d’examen, en fonction du degré d’'impact sur la réalisation et la prise en
charge de I'examen, une ou plusieurs non-conformité(s) sont saisie(s) dans le dossier

informatique du prélevement.

Le laboratoire a défini deux types de non-conformités pré-analytiques (NCPA):

« Une non-conformité bloquante : I'analyse ne peut pas étre réalisée sauf en cas de

dérogation du biologiste

R/

+« Une non-conformité non bloquante : 'analyse peut étre réalisée apres régularisation.

Une évaluation de NCPA est réalisée par le référent qualité. La synthése est effectuée en

revue de direction.

Cette étude de la qualité du remplissage du bon de demande d’examen par les services de
soins est basée sur les NCPA. Les NCPA sont communes a I'ensemble des laboratoires de

biologie du département selon une procédure commune de saisie dans le SGL.

2.3.1.1 Méthode

Afin d’étudier les NC spécifiques aux hémocultures, il a été recensé sur un échantillonnage
de 50 feuilles de demandes d’examens, le hombre de bons non conformes réceptionnés et
la nature des non conformités relevées. A titre indicatif, les 50 feuilles de demandes

représentent 25% de l'activité hebdomadaire des hémocultures.
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L’analyse de ces feuilles est réalisée avant qu’elles ne soient enregistrées par le personnel
de Core Biopath. En effet, si le personnel soignant n’a pas coché les cases correspondantes
a la date et a I'heure (et qu’elles figurent sur le bon de demande), le personnel chargé de
'enregistrement des prescriptions renseigne les informations manquantes afin que le bon de

demande puisse étre scanné.

L’étude porte sur des demandes du jour et de la nuit.

2.3.1.2 Recommandations

La norme 1SO 15189 (version 2012), stipule que « le laboratoire doit mettre en place une
procédure documentée permettant d’identifier et de gérer les non-conformités relatives au
processus pré-analytique » (chapitre 4.9).
Afin de répondre a I'exigence de la norme, le laboratoire dispose de documents suivants :

- D-RP-PR002 « Prise en charge d’'une demande d’examen »

- D-RP-MOO003 « Enregistrement d’'une non-conformité pré-analytique dans
GLIMS »

- D-RP-INSO003 « Vérification des demandes et échantillons »

2.3.1.3 Résultats

- Recueil des données brutes:

Prescription etz Transport
P du patient P
- Absence Service Identification | Température Absence Hémocultures+
Intitulé de la | . e . . e
NC identification non preleveyr non non |dent|f|c§1t|0n autres
patient renseigné renseigné renseignée | du spécimen spécimens
Nombre de
dossier 1 5 1 1 2 1
non
conforme
Type de NC | Bloquante Non Non Non Blogquante | Non Bloguante
Bloguante Bloquante Bloquante

- Interprétation des données:

= 3 dossiers sur 50 comportent une NC Bloquante ce qui représente 6%.

= 6 dossiers sur 50 comportent une NC Non Bloguante ce qui représente 10%.
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Il est difficile de comparer ces résultats aux données obtenues d’'un point de vue global pour
le département de biologie médicale.

En effet, les non conformités du département tiennent compte de I'ensemble des NC
relevées pour les activités de biochimie, hématologie, bactériologie (soit 17570 dossiers
mensuels pour 'année 2014). A titre indicatif, les NCPA bloguantes du département sont
inférieures a 1% et les NCPA non bloguantes du département sont de I'ordre de 3,5 %.

Or, il a été observé sur la simple analyse des hémocultures, les chiffres sont bien plus

importants.

Au cours des réunions citées précédemment, lorsque le chiffre de 6% de NC bloquantes a
été évoqué au personnel soignant celui-ci a fait part de sa difficulté a rendre conforme un
bon de demande d’hémoculture étant donné la quantité d’informations a transcrire et la
quantité d’étiquettes a coller sur le bon.
En effet, pour un bon de demande d’hémoculture, le personnel soignant doit coller :

e Des étiquettes « patients » sur le bon et sur chaque flacon d’hémocultures.

e Les étiquettes code-barres correspondant a chaque flacon sur le bon de demande.
Ainsi, pour un patient ayant 4 flacons d’hémocultures prélevés, cela représente 9 étiquettes

a coller.

Le département en collaboration avec la direction des soins et la direction des systémes
d’'information met en place une prescription connectée. Il est souhaitable que ce nouvel outil
de prescription (déploiement prévu pour la fin de 'année 2015) permette au personnel
soignant de diminuer le nombre d’étiquettes a coller sur les différents supports. Ainsi il
pourra peut-étre étre observé une diminution des NC bloquantes, qui sont préjudiciables
pour la prise en charge du patient puisque tout échantillon non identifié est rejeté.

La mise en place de ce nouvel outil N'empéche pas en attendant une nouvelle sensibilisation

aupres du personnel de soins.

D’autre part, I'étude permet également d’étudier la complexité de remplissage du bon de
demande des hémocultures pour le personnel soignant. Au moment du changement de SGL
et du déploiement du Scan'Bac® (il y a 4 ans), le laboratoire a créé la trame de la feuille de
demande d’examen. A la suite de cette création, le laboratoire s’est apercu que des
informations nécessaires a la bonne prise en charge des flacons ne figuraient pas sur le bon
(exemple : date, heure du prélevement manquante) car le personnel de soins ne pouvait pas
écrire certaines de ces informations. En effet sur la premiére version, il ne pouvait

uniquement cocher que des petites cases correspondantes au mois, jour, heures et minutes.
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Une nouvelle version de la feuille de demande permet maintenant au personnel de soins de

renseigner plus facilement les feuilles de demandes.

Ainsi, a titre informatif, il a été relevé sur les 50 dossiers étudiés, les informations qui
n’étaient pas cochées dans les cases correspondantes mais qui étaient renseignées sur le

bon de demande. En aucun cas, ce non « cochage » ne peut étre considéré comme une

non-conformité a partir du moment ou la date et 'heure du prélévement sont renseignées sur

le bon de demande dexamen. C’est le personnel a [l'enregistrement qui coche les

informations écrites afin de pouvoir scanner la feuille de demande dans le Scan'Bac®. Cette
retranscription allonge un peu le délai d’enregistrement de la demande dans le SGL et le

risque d’erreur de retranscription est toujours possible.

Renseigné mais cases correspondantes non cochées sur le bon de demande d'examen

temCZrS;ture Casgudate Case heure du AM-PM Case devant Code-
dup atient | prélevement préléevement non codes-barres | barres mal Total
non Fc):ochée Fr)1on cocheée non cochée cochée non cochées collés
71 sur 50
2 13 13 16 23 4 dossiers

Sur les 50 dossiers étudiés, 71 informations n’ont pas été cochées : ce qui représente 24%

des dossiers repris.

2.3.1.4 Amélioration, action a mettre en ceuvre

- Il est prévu de réaliser une sensibilisation du personnel par courrier en interne aux cadres

sur les bonnes régles de remplissage du bon de demande d’hémocultures.

- Refaire un audit des feuilles de demandes dans 6 mois.

- Mise en place de la prescription connectée.
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2.3.2La qualité de la saisie du bon de demande d’examen dans le

systéme de gestion de laboratoire (SGL)
2.3.2.1 Méthode

Cette étude a été réalisée sur un échantillonnage de 50 feuilles de demandes d’examens

(les mémes feuilles que précédemment).
L’enregistrement peut avoir été effectué de deux maniéres différentes :
+ Manuellement par le personnel de CoreBiopath

< Automatisée avec le Scan'Bac®

2.3.2.2 Résultats
Deux types de non conformités ont été mis en évidence sur les 50 dossiers étudiés :

- Deux erreurs de retranscription d’'un horaire ou d’'une date inscrite sur le bon de demande
soit 4%.

- Une erreur de reconnaissance « scanner » soit 2% (les codes-barres des flacons n’ont pas

été enregistrés par le Scan'Bac® car les étiquettes sont Iégerement décalées).

2.3.2.3 Perspective d’amélioration, action a mettre en ceuvre

- Sensibilisation du personnel de Core Biopath sur 'importance d’une bonne retranscription
des données inscrites en clair sur le bon de demandes. Cette sensibilisation sera effectuée

au cours de la prochaine de réunion de service.

- Un audit de retranscription des bons de demandes sera effectué dans 3 mois.

28



3. Conclusion

Ce sujet de mémoire sur I'étude pré-analytigue du parcours des hémocultures au sein de
notre structure hospitaliére, a permis de constater :

+« Un non-respect des préconisations fournisseurs quant au volume de sang a prélever.

% Un respect des délais d’acheminement des flacons d’hémocultures a l'accueil des

prélévements.

% Un respect des délais d’insertion des flacons d’hémocultures dans Il'automate
BacTALERT3D®.

+» Un taux des bons de demandes non conformes respectivement de 10% pour les NC non

bloguantes et de 6% pour les NC bloquantes.

+» Un taux de reprise des bons de demande avant son insertion dans le Scan'Bac® de
l'ordre de 24%. En rappelant que cette reprise n’est pas considérée comme une non-

conformité.

Les dysfonctionnements énoncés ci-dessus font I'objet d’'une fiche de non-conformité car
d’aprés la norme, « le laboratoire doit prendre des actions correctives pour éliminer la ou les
causes profondes de non conformités rencontrées » dans une perspective d’amélioration
continue. Au sein de la structure hospitaliére ce qui découle d’'une non-conformité est une
fiche d’action. La non-conformité est suivie par le référent qualité et le responsable d’activité.
Le bilan des NC étant assuré mensuellement par I'ensemble des acteurs de la cellule

qualité.

Dans le cadre des dysfonctionnements observés, une campagne de sensibilisation du
personnel de soins sera réalisée par le RAQ, le chef de service de microbiologie et I'auteur
de ce mémoire lors des réunions organisées avec les cadres de soins. A cette occasion, il
sera étudié avec leur collaboration la nécessité d’'organiser des formations spécifiques dans

les services hospitaliers.

Le laboratoire propose de vérifier dans un délai de 6 mois si les actions de sensibilisation ont
été efficaces (volume de sang prélevé et diminution du nombre de NC bloquante et non

bloguante).

En effet, 'objectif est d’'améliorer la qualité du prélévement de 'hémoculture en vue d’une

meilleure prise en charge globale des patients.
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Sources

Norme NF ISO 15189 version 2012 Laboratoire de biologie médicale, Exigences concernant
la qualité et la compétence

REMIC : Référentiel en Microbiologie Médical version 2014 et 2015.

Notices du fournisseur bioMérieux®
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Annexe 4 : Fiche technique flacon aérobie bioMérieux®
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0304034 B — 2012008 GaP

BacT/ALERT® FA

VDl

SECTION MISE A JOUR
Se regorier au glossaire des symboles en fin de notice

APPLICATION

Les flacons de culture BacT/ALERTE FA s'utilisent aver le
sysieme de detection microbienne BacT/ALERTE dans le
cadre de procedures  qualitatives de  defection =t
disclement de  microorganismes  (bactsres et
champignons) anagroties faculialifs & agrobies dans le
sang et d'autres Fguides biclogiques noma’sment sieriles

RESUME ET EXPLICATION

Le systdme de détection micrchienne BacT/ALERT
permet de deétecter |3 présence de microorganismes dans
des echantillons de sang ou o autres liguides. biologigues
normalement stériles préfeves sur des patients suspectés
de présenter une bactériéme ou une fongeme. Le
sysieme et les flacons de culture BacT/ALERT associent
un sysieme de detection microbienns 3 un miliey de
cufture gw  offrent des conditions nuinitionnefes &l
envronnementa’es optmales L ORGENSMmES
habimwstement rencontres en cas dinfection du sang ou
d'auires Bouwides biclogiques normalement siériles. Le
flacon inccule est place dans linstrument ol il est incube
el suivi en contmu pour y detecter la présence de
microorganismes qui se déwelopperont dans les flacons
BacT/ALERT FA.

PRINCIPE DU TEST

Le systeme de detection microbienne BacT/ALERT
repose sur un -:E'ec'eur coloriméinigus et la lumiere
réfléchie pour suivre [3 p résence et la guaniité de -:h-:-rg.'-:le
de carbone (Cily) dissoute dans le milieu de culture. Si
des microorganismes sont présents dans ['achantillon
testd, du COy est produit @ mesure que les germes
metabolisent les subsirats dans le milieu de culture
Lorsgue la croissance des microorganismes produt du
20k, la coulsur du détscteur perméable aux gaz installe
au fond de chaque flacon de culture passe du bleu-vert au
jaune." Ls couleur plus claire entraing une augmentation
des unites de réflectance suwies par le Ey*aterre La
réflectance des flacons est controles et enregistrés par
I'instrument foutes les 10 minutes

REACTIFS

Pour diagnoshic in wifro.

MISE EN GARDE : Manipuler les échantillons et les
flacons de culture inoculés comme sils étaient
susceptibles de transmettre des agents infectieus.
Tous les flacons de culture incculés, les aiguilles de
prelevement d'échantillons et les systemes de
pralevement du sang doivent atre decontamineés
conformement aux procédures em  vigueur dans
I'etablissement.”

BacT/ALERT®E FA (code de couwsur werd clair) — Les
flacons de culture 3 usage wnigue BacT/BLERT FA
contiennent 22 ml de miies complese et @ml dune
suspension de charbon d'une densa e moyenne de
10135 giml. La composition des miliew: est la suivante
hydrolysat de caseine-soia (2,0 % miv), matieres solides
d'infusion de cervesw et de coeur (0,1 % miv), polyanatho-
sulfonate de sodwm (PSS) (0,05 % miv), pyndoxine de
HZl (0,001 % mdv).  menadicne  (0,0000725 % miv),
hemine D.CCC?E” mivi, L-cysteine (0,03 % miv) et
autres acides amings complexes et hydrates de carbone
dans de leau purifiés Les flacons contiennent une
atmosphére de CO: dans loxygene, sous wide. La
composition des milieux peut &ire ajustés pour répondre 3
des exigences specfiques en iermes de performances.

MISE EN GARDE : Les flacons de culture BacT/ALERT
sont fabriqués a partir de polycarbonate. Certains
désinfectants ne sont pas compatibles avec des
matériaux en polycarbonate et risquent d'entrainer la
détéricration du flacon. Verifier la compatibilité du
désinfectant avec le polycarbonate avant de I'utiliser
sur les flacons de culture BacT/ALERT.

MISE EN GARDE: Il est possible que certains
microorganismes rares ef exigeants ne se
daveloppent pas ou se développent lentement dans le
miliew du flacon de culture BacTVALERT FA. 5i des
organismes rares et exigeants necessitant des
conditions de culture et des milisux spécialisés sont
suspectes, il faut envisager d'autres methodes
disolement cu prolonger la durée diincubation.

MISE EM GARDE : Il est possible que les flacons de
culture BacT/ALERT FA utilises pour des échanfillons
non  sanguins (liquides biologigues normalement
stériles) nécessitent des suppléments 3 base de sang
ou aufres, fels que du sang de cheval defibring stérile
(3% wiv] pour permettre la croissance, notamment
pour lisclement dorganismes exigeanis tels gque
Haemophilus influenzae, Strepiococcus pReumoniae
et Neisseria gonorrhoeas”

MISE EN GARDE : Plus rarement, il est possible que
des organismes se développent dans le milieu des
flacons de culture BacT/IALERT FA, mais ne
produisent pas suffisamment de CO: pour éire
deéterminés positifs. La présence d antibiofiques actifs
dans un echantillon est un facteur qui peut aboutir a
cette situation.

Autre matériel nécessaire

Systémes de détection microbienne BacT/IALERT®

Dispositif d= prelevement sanguin )

Aiguilles de ventilaton/unites de repiquags steriles

Gants jetables

Récipients pour déchets a risque biologigue, 3dapiEs aux
matenauy potentelement contamines par des agenis
infectieus.

oloMerdeu, Inc. Frangals — 1
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Matériel disponible auprés de bioMerieux

Capot de protecton BacT/ALERTE pour prélévemsant de
sang

Systémes de d&tection microbienne BacT/ALERT®E

Liguilles de regiouage stériles

Conservation

Les facons de culture BacT/ALERT FA sont préts a
I'emiglci. Conserver 3 temperature ambiants (entre 15 &t
30 =2, a l'abri g2 |a lumigre directe du soleil. Une date de
peremption figure sur M&tiquetie de chague flacon. Me pas
utiFser les flacons de culture aprés |a date de peremotion
indiquée. Un pré:jpité peul == former = les flacons sond
soumis 3 une température inférieure a 15 °C. Ce precipite
disparait lorsgue les fiacons sont amenés a température
ambianie. Porter les flacons @ température amisianie
awant ulilisation.

Zignes dinstabilite chimigque ou physigue

&vani l'emploi, werifier labsence de degats ou de signes
de @etrioration des flacons de culture BacT/2LERT FA
(décoloration). Les fiacons montrant des traces de
dommage, de fuite ou de déterioration doivent étre mis au
rebut. Cans un flacon non agité, le miisy doit &re clar,
mais peut présenter une légére opalescence ou contenir
une frace de précipite due & la présence de lanticosgulant
PS5, Me pas confondre opalescence =1 iurbidits. Me pas
utilser de flacon confenant un mieu présentant une
turbidie , un détzctzur jaune cu une pression gazsuse
excessive, car  cela  témoigne  dune  possible
contammation.

AFPAREILS
#ant l'emplo, consuber 'e manue! d'utlisation du systeme
de detection microtienne BacT/ALERT approprie.

PRELEVEMENT ET PREFARATION DES
ECHANTILLONS

REMARGIUE : Les flacons de culture BacT/ALERT FA
doivent éfre utlisés par du personnel de soins
specialernent formé. La methods de preélévement est
exirémement importante pour les échant®ons destings a
Iheémoculturs. Consulter Cumitech 127 powr la methode
de prélsvemant adéquate.

REMARGUE : Prendre scin de ne pas contaminer
I'échantillon patent lors de la préparation & l'inocuwlation
des flacons. I est indispensable de bien désinfecter la
peau powr reduire e risque de confammation.

REMARQUE - Méme = cela n'est pas recommande par
biohMeérzuz, le sang peut éire préleve directement dars les
fubes de preIE'.rement contenant du P55. Les tubes
contenant g

ARQUE : bicMerieux recommande de placer les
flacons de culturs inccuds dans le sysieme de détection
microbienne BacT/ALERT dés gque possible aprés e
relévement. Les flacons de cufture inocwés dont Neniree
diferee doivent E&te manienus 3 tempEraiure
& jusnu'a kzur chargement dans Mnstrument.

am

Préparation

1. Efigueter ke flacon de culture en indiguant les
informations patient. Les icones de létiquete du
flzcon (22,0 peuvent &re définies par MNutilisatewr.

2. Retrer 3 capsule en plastigue du flacon de cuiure.
Avant linoculation, désinfecter le septurm du flacon de
culture 3 aide dum tampon imprégng d'alcool ou
equivalent. Larssar s&cher a lair libre.

3. Mettoyer le site de ponction veineuse chossi selon |3
procedure spprouvee par etablissement.

Procédure dinoculation par prélévement direct
REMARGUE : 5i  plusieurs types de  flacons
d'hemocufiure BacT/ALERT sont inoculés en wiilisant
un disgositf de préfévemeant de sang 3 aileties et un
adaptateur de prélévement direct, inoculer d'abord le
flacon pour culture aercbie, puis celui pour culture
anagérctie 3fin de ne pas fransferer domygéns
conteny dans la ubulure wers le flacon pour culiurs
Anerois,

REMARGUE : Surveler attentvemsant =
prélevernent direct a fout momeni pour garantir
l'obtention d'un fux suffsant 21 éviter le reflux du
conteny du flacon dans la fubulure d= 'adaptaiewr. En
raison de la presence oaddiifs chimigues dans l=
flacon de cuture, il est important dempécher les
reflux eveniuels et les réactions indeswables ou

sensuvent en exécutant toutes les etapes o

dessous.

a. Tenr le flacon de culture en position verlica's
ibouchon vers b= haut) et plus bas que le bras du
patent.

b. Prelever le sang en ullisant un dispositif de
prelevement de sang 3 aileties =1 le capot ds
proteciion  powr  préldvement  de  sang
BacT/&LERT en suivant la procédurs approuses
par I'stablizsemsant et inoculer direciement dans e

utses, lisolement peut étre améfors
un wolume  d'échantillon  proche  des
recommandes. Pour evier une surinoculal
surveiller |2 wolume sanguin introdust dans
flacon de culturz en s'zidant des repéres o
graduation de 5 ml sur I'efiquetie du flacon.

ne peut contenir une
pression  positive  ef, 5|I est wilisé pour un
prélévernent direct, cette pression risgue d'entrainer
un reflux dans 3 veine du patient. ! est possitie gue
la contammnation du flacon de culiure ne scit pas
visitle 3 I'eed mu. Surveiller de prés la procedure de
prelévemnant afin d'éviter tout refiux. Me pas utiser de
flacon contenant un miliew préseniant une furbidite,
un defecieur jaume oU UNE  pression  gazeuss
excesswe, o3 o2la  témoigne dune  possible
contamination.

Procédure dinoculation par seringue

REMARGUE : 5i  plusieurs types de  flacons
d'hemocufiure BacT/ALERT sont inoculés en wiilisant
une seringue, inoculsr d'abord le flazon pour culturs
anaénoie, pus celui pour culture aérobie afn de ne
pas transferer doxygene priscnnier dans la seringus

clokierdeuy, Inc. Frangals - 2
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vers le flacon pour culture anasrobie. L'&tiquetie du
facon comporte des  graduations  pour  facier
I'estimation du welurme dechantillen.

a. Effectusr '3 ponclion veineuse =t l2 transfert de
sang wers = flacon de culwre BacT/ALERT
conformément aux procidunss en wigueur U sein
de 'etablissement.

MISE EM GARDE : Ne jamais forcer sur le piston

de seringue pendant lincculation car cela

pourrait provoquer des  éclaboussures  de

I'echantillon. Retirer la seringue lorsgue le volume

de remplissage est atteint car le vide prélévera

automatiquement plus que le  mazimum
recommande. Percer le bouchon du flacon
verticalement afin d'éviter de relicher le vide ; un
ne doit pas efre in

4 Transferer mmédistement les flacons de cufture
inocules au laboratoire microbiclogous.

PROCEDURE DE TEST AVEC UN FLACON DE

CULTURE BacTIALERT FA

Remargues préliminaires et précauticns

1. UHiliser des ganis jetables et manipuler avec scin =5
flacons inoculés comme s'ils étaient susceptibles de
ransmeitre des apents  infectieux. Consufter
immediaternent un medecin en cas dingsston de
produits contamings ou de confact avec une plaie
ouverie, une lésion ou une autrs ecorchure cutanee.

2 Si un produit contaminé  s'est  répandu
accidentzlement, nettoyer immediaternent avec une
solution d'hyoochlorite de sodium 3 5% diluee au
1:10. Mettre au rebut le matérel de nettoyage en
utFsant une methode adequate.

3. Tous les flacons de culture inoculés, les aiguilles de
prelevement d'échantillons =i les systemes de
prélevement du sang dowent Stre décontamings
conformement aux procedures en wiguewr dans
I'établssement *

4 Ces flacons doivent &lre utsés par des techniciens
de lsboraioire spacialemnent formes.

Remargues et préecautions

1. Veiller atientivemen: a2 ne pas proveguer la
contammation de léchantillon du patient pendant la
ponction weineuse = incculation dans le flacon de
cufure car une contamnation entrainerai  une
déterminaticn positive de I'échantillon alers gu'aucun
izzdat cliniquernent pertinent n'est en fait present.

2 Les préévements sanguins doivent étre effectuds
avant le début d'une antibiothérapie. Si cela s'avere
impossinle, prefever I'echantillon sanguin
immeadiatement avant ladminisiration de la dose
suvants d'antibictigue.

3. 5i des flacons de cultwre inocules nont pas ée
immadiatzment réceptionnés par bz |sboratoire ou cnt
et2 mcubes avant d'ére chargés dans linstrument
BacT/ALERT. les inspecter pour rechercher des
signes de croissance micrcbienne. 50 une crorssance
microbienne est décelée, considérer que les flacons
sont positfs e ne pas les charger dans e sysieme de
détection microbienne BacT/ALERT pour ke suivi.

Procédure de laboratoire

MISE EM GARDE : Des préecauticns s'imposent lors du
repiquage des flacons de culture positifs car ceux-ci
peuvent présenter un trop-plein ou contenir des
organismes dégageant ung guantite importante de
gaz. Le contenu des flacons de culture posififs peut
etre soumis a une pression interne accrue. Ventiler
temporairement les flacons de culture positifs avant la
coloration ou I'élimination pour libérer le gaz produit
par le métabolisme microbien.

1. Inspecter visuellernent les flacons avant de les tester.
Me pas ulliser des flacons présentant des ftraces
dendommagement, de fuite ou de détérioration.
Considersr les flacons qui présentent une hémalyse,
une twrbidie, une pression gareuse excessive. des
détecieurs jaunes etou des signes de croissance
comme positifs. Etaler &t repigquer. Ne pas incuber,
sauf si l'etaament est negatif.

Z. bioMereuz recommande forement gque tous les
flacons soient scannés avant de les charger dans
limstrument BacT/ALERT. Scanner le code-barres du
flacon garantit que lalgorithme wilise avec chagus
flacon est comect.

3. Lorsgque les flacons de culture ont &2 charges dans
linstrument, incuber pendant cing @ sept jours, ou
jusqu'a ce ouls sent & determines posiifs.

4. FEtaler et repiguer tous les flacons positifs. Si
l'etalernent est négatif, ce qui indique I3 possibilie
d'un faux positd, recharger le flacon dans lNinstrument
jusqu'a Mobtention d'une croissance du repiquage ou
un reclassement déterminé positif. Etaler et repequer
les flacons inftialerment determings faux positfs, puis
reclassés positifs.

£. Les flacons negalifs peuvent Sire verfés par
etalernent etfou repiguage avani d'éfre éliminés en
tant que flacons négatifs.

fi. Les procedurss de chargement et de déchargement
des flacons de culture dans |z systéme BacTIALERT
sont décrites dans le manuel dutilisation.

7. Me pas rétrti!_iEEr les flacons de culture
BacT/ALERT. Eliminer |25 flacons de  culurs
EBacT/ALERT inccu'és conformément au protoccie du
lzboratoire.  L'autoclavage et'ou [neinératon des
flacons BacT/ALERT moculés est adequat.”

8. Lutilisation de dispostifs de carotage (o'est-a-dire
dune aiguils a embout amondi) pour percer le
bouchon peut provogquer une fuite du flacon.

COMTROLE QUALITE

Un certficat de conformité est disponible pour chague lot
de flacons de cuture. 5'il le souhaite, = laboratore peut
effectuer un tzst de contrdle de gqualite des flacons de
culiure BacT/ALERT FA. Consuter le manuel d'utilisation
de BacT/ALERT et le document MZ2-A3 du CLSIES

Instrument

Un coffret d'eétalons de réflectance BacT/ALERT est fourn
awvec chague mstrument pour ks procedures de OO et
d'etalonnage. Tout contrdle de qualite doft s'inscrire dans
le cadre dune manienance normals du sysiéme.
Consutter  le  manuel dutilisation de  [instrument
BacT/ALERT pour plus d'informations.

clokierdeuy, Inc. Frangals - 3
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RESULTATS

La posiivité ou négativié des flacons de culture est
déterminée par un logicel de prise de décision integré au
sy=iéme de detection microbienne BacT/ALERT. Auzune
intervention m'est requise usqud ce gque linstrument
BacT/ALERT =ignale un flacon de culture posaif ou negat.

LIMITES DU TEST

En pratigus, les  nomibreux  paramétres  vanables
intervenant dans les tests d'hemoculiure ne permettent
pas daffirmer avec ceritude que les résuliats obtznus
sont dus uniquement aux qualités progres dun miteu de
culture cu d'un systéme de detection.

1. Un wolume d'échantillon de 10 m' est recommandé.
Les wolumes superieurs & 10 ml n'assurent pas un
rapport optmal enire sang et miew.

2 I est possible que des préldvements cinigues
determines positifs avec BacT/ALERT contienment
des organismes postifs & ['Stalement qui ne se
developpent pas sur des milieux de repiquage de
routne. 5i fel est le cas, les échantillons doivent &re
repiques sur des milieux spEcifigues. De méme, il est
possible gue des  Echantllons  posifife  awec
BacT/ALERT contiennent des organismes gu ne sont
paz deétectés par des meéthodes o'éalement de
routne el nécessitent des etalements ef des miisux
de repigusge specifiguss pour la détection =t
liscfement.

3 La présence du charbon actif apparait sous |3 forme
d'un precipite noir sur '&talemend, dont linterpretation
peut &fre  difficile dans un  premier  =mps.
L'expérience rend linterprétation plus facile.

4 Ceraines souches de Hasmophius influenzas,
Meiszenz meningitidis, Neissens gonomhosss &t
Pepinsireptococcus  anserobius  peuvent  Efre

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES DU TEST

sensibles & lanticoagulant PSS, awec  pour
conséquence UNe mioindre croissance ou une faible
production de COs par ces souches = la quantite de
zang imoculée dans les flacons de cufure est
insuffisante.

Plus rarement, en présence dun nombre Tés aleve
de leucocytes dans I'echantillon, le BacT/ALERT peut
entrainer un flacon de cuffure positif. Dans o2 c3s, les
resultals de repigusge =1 d'etalement peuwent étre
niegatifs.

Les organsmes sont souwent peu nombreux el
peuvent apparaiire par intermitience dans le sang. [
comweni  par  conséquent  d'efiectusr  plusieurs
prelévernants de sang consécutifs par patient.

Retirer rapidement les flacons de culture positifs dés
quils sont signalés par BacT/ALERT pour ne pas
risquer d'obienir des cultures non viables par autoiyse
ou pour d'auires rasons. Ceriaines spuches de
Strepiococous DREUMaS pEUVEnt gtre
particu’&rement sujetties 3 autolyse = les flacons ne
sont pas déchargés rapidemsnt apres awoir eté
zignales posiifs.

I amive qu'un étalement & partir dun flacon négatif
sourmis @ la coloration de Gram contienne un petit
nombre de microorganismes non viables dervés des
composants du miliew de cuture, des colorants
utilisgs, de I'huile dimmersion ou des lames de verre.
Les résultsis sont done des faux positds dans o= cas.
Un sigorithme par défaut est atifbue 3 des flacons
chargés ancnymement. Dans cerains cas, selon ke
type de flacon, cet algorithme par défaul mest pas
approprie au type de flacon. Ludllisation dhum
algorithme incorrect pourait abowdir 3 un résultat faus
positi. Par conséquent, il est ‘mportant de scanner
chaque flacon avec le code-barres approprie au
flacaon.

Ces etudes intemes densemencemsant ont 218 effectuées en utfsant les organismes suvants 3 des concentrations = 10
UFCfazon 2t £ 100 UFCHlacon =t du sang humain preleve chez des donneurs aduklies sans.

Temps de détection (heures]”
Incculum BacT/ALERT FA
Microorganisme (UFCiflacon) [Plastigue)
Gram-positifs
(M. lufews, 5. sursus,
5. epidermidis, 5. agalachas, 13,3-351
E. fascalis, 3 pneumonize,
5 pyogenes, Sfreplococcus du groupe G, 144 -812
L maonocyfogenes, 5. sanguis)
Gram-negatifs
(E. coli, H. influsnzae,
. meningitichs, F. aemuginoss, 10,8-352
5. malfophilia, 5. marcescens,
A. baumanil, E cloacas, 120-438
A. fascalis, K ppeumonizg)
Lewvure
(C. albicans, T. glabrats, 173-744
. fropicalis) 20,8 -328

* Chague geme 3 b feshé n Tiplcais &2 les moyennas ont &lE calcuisss. Les valeurs ndljuess comespondsnt 3 ung plage de ces moyennes.
REMARGUE : La liste des genmes rares et exigeants isciés avec les flacons de culture BacT/ALERT est disponible sur

demands auprés de bichMerews.”
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BacT/ALERT® FN

SECTION MISE A JOUR
e reporter au glossaire des symbo'es en fin de notice.

APPLICATION

Les flacons de cufture BacT/ALERTE FN s'ulilisent avec
le systéme de détection microbenne BacT/ALERT® dans
le cadre de procédures gualitatives ameliorées de
deteclion et disclement de microorganismes anaerchies
dans le sang =t d'autres Bauvides bictopiques normalerment
steriles

RESUME ET EXPLICATION

Le systéme de detection micrcbienne BacT/ALERT
permei de deceler la presence de microorganismes dans
des achanfillens de sang, ou d'autres liguides biologiques
normalement steriles, ..rele'.'es, sur des patients suspecies
de présenter une bacieérémiz. Le systéme =t les flacons
de culwre BacT/ALERT associent un sysieme  de
detection microbiznne & un mifeu de cufure qui offrent
des  conditiens nutriionnelles et environnementales
optimales aux organismes habiiuelzment rencontres en
cas dinfection du =ang ou d'autres liquides biclogoues
normalement stériles. Le flacon moculé est placé dans
limstrument o0 il est mcube et suivi en continu pour v
detecter |3 présence de microorganismes gui se
developperont dans les flacons BacTIALERT FML

PRINCIPE DU TEST

Le systéme de detection micrcbienne BacT/ALERT
repose sur un détectzur colorimétrique et la lumigre
refiechie pour suivre la présence et la quantite de dioxyde
de carbone (CO0y) dissoute dans b2 milieu de cufture. Si
des micreorganismes sont présents dans ['echantilion
teste, du dioxyde de carbone est produit 3 mesure que les
organsmes metabofsent les substrats dans le milieu de
culture, Lorsgue |3 croissance des  microorganismes
produt du COs, la couleur du détecteur permésble aux
gaz installe au fond de chaque flacon de culture passe du
bleu-vert au jaune. La couleur plus claire entraine une
augmeniation des unies de reflectance conindleées par le
systéme. La réflectance des flacons est contrdlee et
enregisires par I'mstrument toutes les 10 minutes.

REACTIFS

Réservé au diagnostic in vifro.

ATTENTION : Manipuler les échantillons et les flacons
de culture inoculés comme s'ils étaient susceptibles
de transmetire des agents infectieux. Tous les flacons
de culture inoculés, les aiguilles de prélévement
d'echantillons et les systémes de prélévement du
sang doivent étre décontaminés conformement aux
procédures en vigueur dans |"établissement

BacT/ALERTE FMW (code de couleur oranpge) — Les
flacons de culture 3 usage unique BacT/ALERT FM
contisnnent 32ml de miliew complsxe et Eml dune
suspension de charbon dune densite moyenne de

10215 p'ml. L3 compesition des milieux est la suivante

nydrolysat de caseine-soja (2.0 % miv). mat ieres sohdes
d'infusion de cerveau et de cosur (0.1 % miv), polyansthol-
sulfonate de sodum (P53S) (0,044 % miv), pyridoxine de
HCl (0,001 % mév), meénadione (0,0000625 % miv)
nemine (0000825 % miv), L-cystéine (0,025 % miv) et
autres acides aminés complexes ef hydrates de carbone
dans de leau purfies, Les facons abrient une
atrmosphere d'azotz, sous wide. La compositon des
mibeux peut &re ajustés pour répondre 3 des exgences
specifiques en termes de performances

ATTENTION : Les flacons de culture BacT/ALERT sont
fabriqués & partir de polycarbonate. Certains
desinfectants ne sont pas compatibles avec des
surfaces qui contiennent du polycarbonate et risquent
dentrainer la détérioration du flacon. Veérifier la
compatibilité du desinfectant avec le polycarbonate
avant de l'utiliser sur les surfaces des flacons de
culture BacT/ALERT.

ATTENTION : Il est possible que cerfains
microgrganismes rares et exigeants ne se

développent pas ou se développent lentement dans le
milieu du flacon de culture BacT/ALERT FM. 5i des
organismes rares et exigeanis neécessitant des
conditions de culture et des milieux specialisés sont
suspectés, il faut envisager d'aufres meéthodes
d'isolement ou prolonger la durée d'incubation.

ATTENTION : Il est possible que les flacons de culture
BacT/ALERT FN utilisés pour des echantillons non
sanguins (liguides biologiques normalement stériles)
nécessitent des suppléments 3 base de sang ou
autres, tels gue du sang de cheval defibring stérile
[5 % wiv] pour permettre la croissance.”

ATTEMNTION : Plus rarement, il est possible que des
organismes se développent dans le milieu des flacons
de culture BacT/ALERT FN, mais ne preduisent pas
suffisamment de dicxyde de carbone pour etre
déterminés positifs. La présence d antibiotiques actifs
dans un echantillon est un facteur qui peut aboutir a
cetfe situation.

Autre matériel nécessaire

Systemes de -:Ie.ect on microbienne BacTIALERTE

Dispositf de préfévemeant sanguin

Aiguilles de ventilatoniunites de repiquage steriles

Gants jetables

Récipients pour déchets a rsque biologique, adaptés aux
materiaux potentizllement contamines par des agents
infecteu:

Matériel disponible auprés de bioMérieux
Adaptateur BacT/ALERT® pour prelevernent de sang
Systemes de détection microbienns BacT/ALERTE
Aiguilles de ventilaton/unites de repiquage sterniles

bdoMeraux, Inc. Frangals - 1
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Conservation

Les fizcons de culwre BacT/ALERT FN sont préis a
lemploi. Conserver 3 température ambiante (enire 15 et
30 *C). & 'abe de la lumigre directe du soled. Une date de
peremption figurs sur 'étiguetie de chague flacon. Mz pas
utifser les flacons de culture aprés ke demier jour du mois
indiqué. Un precipite peut se former si lzs flacons sont
SOUMS 3 une fempératurs inferieurs @ 15 °C. Ce precipite
disparait lorsque les flacons sont amenes a femperature
ambiante. Porter les flacons a tempéraiure ambiante
avant utilisatan.

Signes d'instabilité chimigue ou physique

Awant Femploi, verfier labsence de dépats ou de signes
de d&térioration des flacons de culbure BacT/ALERT FH
[décoloration). Les flacons montrant des fraces de
dommage. de fuite ou de détérieration doivent &tre mis au
rebut. Dans un flacon non agite, le miliew doit étre clair,
mais peut présenter ung legére opalescence ou contenir
une trace de precipite due a la présence de l'anticoagulani
PS5, Mz pas confondre opalescence et wrbidite. Ne pas
utFser de flacon contemant un mifsu présentant un
trouble. un détecteur jaune ou une pression gazsuse
excessive, car cosla témoigne  dune  possible
contamination.

APPAREILS
Awant l'emploi, consulter le manusl d'utilisation du
systéme de detecton microbienne  BacT/ALERT

approprie.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES
ECHANTILLONS

REMARGQUE : Les fiacons de culture BacT/ALERT FM
doivent &fre wuiiises par du personnel de  soins
specialement forme. La méthode de prélévement est
exirémement importante pour les échantilons destmés a
Ihémoculiure. Consuiter Cumitech 1C% pour la méthode
de prelévemnent adequats.

REMARGUE : Prendre sain de ne pas contaminer
lechantillon patient lors de la préparation et lincculation
des flacons. || est indispensable de bien désinfecter la
peau pour réduire le risque de contamination.

REMARGUE : Méme si cels n'est pas recommande par
bioMeriewx, le sang peut Etre préleve directement dans les
tubes de prélévement comtenant du PSS, Les tubes
contenant d'autres amncaﬁulan15 ne doivent jamais &tre
utisas pour I'hégocs

GQUE : bicMerzux recommande de placer
acons de culture inoculés dans le systeme de détection
microbienne BacT/ALERT dés que possible aprés le
prelévement. Les flacons de culture inccules dont 'entrée
gst differee doivent éfre maintenus 3 {empérature
iante jusqu'a leur chargement dans l'insirument.

Preparati

1. FEfigueter le flacon de culiure en indiguant les
nformations patient. Les icones de l'etiquette du
flacon (2,2,3) peuvent étre définies par lutilisatewr.

2. Retirer 3 capsule en plastgue du flacon de culture.
Avant linoculation, désinfecter le capuchon du flacon

de culiure a l'aide d'un tampon mprégné d'alcool ou
=guivaleni. Laisser secher a Nair libre.

Mettoyer |e site de ponclion weinsuss chois! selon i3
procedure approuvee par I'etablissement.

Procedure d'inoculation par prélévement direct

REMARGLUE : Si 'opératzur mocule plusieurs types
de flacons dhemoculture BacT/ALERT en utFzant un
dispositif de prelévement de sang a alebies et un
adaptateur de prélévement direct, il doit incouler
d'abord 2 flacon pour culture a2robie, puis celui pour
culture anaerchie afin de ne pas transférer d'oxygéne

priscnnier dans la tububure vers le flacon pour culiure
anaerohies.

REMARGUE : Surweiller atteniivernent =
prélevement direct 3 ftout moment pour garantic
I'ebtention d'un flux suffisant =t aviter le passage du
contenu du flacon dans la tubulure de Madaptateur. En
raison de la présence dadditifs chimigues dans e
flacon de culiurz, il est imporant d'empécher les
reflux eventuels et les réactions mdésirables qui
s'ensuivent en sxdouiant foutes les étapes o
dessous.

3. Tenr le flacon de cullure en posiion werbcals
ibouchon wers le haut) et plus bas gue le bras du
patient.

b. Prélever le sang en wilisant un dispositf de
prélevement de sang 3 ailettes et 'adaptatewr
pour prélévement de samg BacT/ALERT en
suivant la  procddure  approuwée  par

i =t inoculer direc

n de culture au chevet du patient. Méme

des volumes déchantillon inférieurs peuvent ére

utilisés, [lisclement est  susceplible d'étre
améboré en utifsant un wolume d'échantillon
proche des 10 ml recommandes. Pour eviter une
surinoculation, surveiller le velumes  sangum
infroduit dans le facon de culture en s'adant des
res de graduation de 5 ml sur |'&iquett

flacon.

o  Reldcher le gamrot des que le sang commence 3
s'ecouler dans le flacon de culture cu dans les
2 minutes suivant son application.

d. Me pas lzisser le contenu du flacon de cufture
toucher le bouchon ou l'extrémite de aiguile lors
de la procadure de prélévement.

Un flacon de culture contaming pourait contenir uns
pression  positve et sl est wifsé pour um
prélevement direct, proveguer un reflux dans la veine
du patient La contamination du flacen de culture n'est
pas aisement wisible. Surveller le prélévement direct
awec attendion pour &viter un reflux. Me pas uiliser de
flacon contenant un milizu présentant un trouble, un
deétectzur jauns cu une pression gazeuse exceEssive,
car czla emeigne d'une possible contamination.

Procédure d'inoculation par seringue
REMARGUE : Si l'opératzur mocule plusieurs types
de flacens d'hemocuffure BacT/ALERT en wilisant
unz seringue, i dod d'abord inoculer le flacon pour
culture anaércbie, puis celus pour culture agrobie afm
de ne pas transférer domxygeéne prisonnier dans la
seringue wers le flacon pour cullure anaérobie.
L'étiquette du facon comporte des graduations pour
faciliter 'estimation du volume @&chaniillon.
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a. Effectuer la ponclion veineuse et le transfert de
sang wers le flacon de culure BacT/ALERT
CONSOMMEment aux procédures en vigusur au
sein de 'etablissement.

4. Transferer immediatement les flacons de culture
inoculés au laboratoire microbiologigue.

PROCEDURE DE TEST AVEC UN FLACON DE
CULTURE BacT/ALERT FN

Remarques preliminaires et précautions

1. Utiliser des gants jetables et manipuler avec soin les
flacons incculss comme s'ils &aent susceptbles de
transmeitre  des agents  infectieux.  Consulter
immédiatement un medecin en cas dingeston de
produiis contamnés ou de contaci avec une plaie
ouverts, ung [ésion ow une autre Scorchure cutanée,

2.5 wn  produit  contamingé  s'est  répandu
accidentellement, neftoysr mmedistement avec une
soiution d'hypechiorite de sodiurm 3 5 % dilués 3 1:10
Metire au rebut |2 matériel de nettoyage en utilisant
une méthode adequate.

3. Teus les flacons de culture incculés, les aiguilles de
prelevernant dechamtfons et les systemes  de
prelévement du sang doivent éire decontamines
conformément 3 procédurss  en wigueur dans
rétablissement.”

4. Ces flacons doivent &éire utilizes par des techniciens de
laborateire specialement formes.

Remarques et précautions

1. Veiller atientiverment @ ne pas  provoquer &
contamination de 'echantillen du patient pendant la
poncton veineuse =t Mnoculation dans le flacon de
cufurs  car une  confamination  entrainerat  ume
determination positve de I'echantillon alors qu'aucun
isciat cliniquement pertinent n'est en faid présent.

2. Les preléevemenis sanguns doivent étre effectues
avant le début d'une antbicthérape. Si cela s'avdre
impossite, prelever I'&chantillon sanguin
immediatement avant l'administration de la dose

meédiatemant réceptionnes par le laboratzire ou o
ete mcubés avant d'étre charges dans linstrument
BacT/ALERT, &5 inspecter pour rechercher des signes
de croissance microbienne. 5i une  croissance
microbienne est décelee, considerer que les flacons
ot pos 1|F5 et ne pas les ..harger dans le 5'_.'51erne 3

Procedure de T2 i
ATTEMTION : Des pré-:.auliuns simpoesent lors du
repiquage des flacons de culture positifs car ceuwx-ci
peuvent présenter um trop-plein ou contenir des
organismes dégageant une quaniite importante de

az. Le contenu des flacons de culiure positifs peut
etre soumis 3 une pression interne accrue. Ventiler
temporairement les flacons de culture positifs avant la
coloration ou '&limination pour libérer le gaz produit
par le métabolisme microbien.

1. Inspecter visugllement |es flacons avant de les tester.
Me pas utifser des flacons présentant des traces
dendommagement, de fule ou de détérioration.
Considerer positifs les flacons gui présentent une

hemolyse, wn  irouble, ume pression  geZeuse
excessve, des détecteurs jaunes stiou des signes ds
croissance. Sialer et repiquer. Me pas incuber, sauf si
"gtalement est négatif.

2. Lorsque les flacons de culture ont gfe charges dans
instrument. incuber pendant cing 3 sept jours, ou
jusgua ce quiils aient &6 déterminés positifs.

3. Etaler et repiguer tous les flacons positfs. Si
"ealement est negalif, o2 qui ndique |3 possibifte d'un
faux positif, recharger le flacon dans linstrument
usgu'a l'obtention d'une croissance du repiquage ou
un reclassement en tant que positif. Etaler et repiquer
=5 culiurss mitizlement déterminges fausses postives
puis reclassées positives.

4. Les cullures negatives peuvent &ire verifiees par
stalement et'ou repiguage avant leur  elimination
comme cutures négatves.

E. Les procédures de chargement et de dechargement
des flacons de cutture dans linstrument BacT/ALERT
soni decrites dans le manuel d'uiilisation.

& Me pas reutiliser les flacons de culiure
BacT/ALERT. Eliminer les flacons de  culiure
BacT/ALERT inccukés conformeément au protocole du
aboratoire. L'autoclavage et'ou lincineration des
flacons BacT/ALERT incculés est adéguat.

7. Lutlisation de dispositfs de carotage (c'est-a-dire
d'une aguille 3 embout arrondl) pour percer =
bouchon peut provoguer une fuite du flacon.

CONTROLE DE QUALITE

Un cerificat de conformité est fourni avec chaque bofte de
flacons de culture. 57 le souhsite, le laboratore peut
effectusr un test de conirdle de qualitd des flacons de
culiure BacT/ALERT FM. Consulter b2 manuel d'utlisation
de BacT/ALERT et le document M22-A3 du CLSME.®

Instrument

Un coffret @'étalons de réfiectance BacT/ALERT est fourni
awes chaque instrument pour les procédures de OO et
d'etalonnage. Tout conirdle de qualité doit s'inscrire dans
2 cadre dune mainienance nommals du o sysieme.
Consutter e manusl  dulilisation  de  linstrument
BacT/ALERT pour plus d'informations.

RESULTATS

La positivitd ou megativité des flacons de culture est
determnée par un logiciel de prise de decision ntegre au
sysieme de detection microbienne BacT/ALERT. Aucune
ntervention n'est requise jusqu'a coe gue linstrument
BacT/ALERT signa'e un flacon de culiure positf ou
negatif.

LIMITES DU TEST

En pratigue, les nombreux parametres imtervenant dans
25 tests d'hémocufiure et g2 culture d'auires ligwdes
biologigues normalement siérles ne permettent pas
d'affirmer avec certtude que les résultais obtenus sont
dus uniguement aux gqualtés propres dun milieu de
culiure ou d'un sysieme de deiecton.

1. Un wolume d'échantion de 10 ml est recommande.
Les wolumes supérieurs @ 10 ml n'assurent pas wn
rapport optimal entrz sang et mteu,
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Il 5t possible que des echantillons patent determines
positife  awec  BacT/ALERT  contiennsnt  des
organismes positife @ [étalement gui ne  se
developpent pas sur des milieus de repiguage de
routing. Si t2l est le cas, les echantillons doivent £tre
repiqués sur des milisux specifiques. De méme, il &5
possitle  que des  Echantillons  positifs  avec
BacT/ALERT contiennent des organismes qui ne sonf
pas detzcies par des methodes d'etalement de routne
et necsssitent des éfalements et des milieux de
repiquage specfiques pour la detection et Misclement.

La présence du charbon actf apparait sous la forme
d'un précipte now sur I'etalement. dont [interprétation
peut étre difficie dans un premier temps. L'expénence
rend l'interprétation plus facile.

Certaines souches de Pepfosirepiococcus anasrobius
peuvent éfrz sensibles 3 lanticoagulant PS5, avec
pour conséquence une meondre croissance ou une
fakle production de C0, par ces souches si la guantite
de sang inccud dans les flacons de cuBlure est
insuffisante.

Flus rarement, en présence d'un nombre frés eleve de
leucocyies dans 'échantilon sanguin, 'e BacTIALERT

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES DU TEST
Des etudes internes d'ensemencement ont &té effectuges en utilisant les organismes suwants a des concenirations
< 10 UFCHlacon et = 100 UFCflacon et du sang humain préleve chez des donneurs adultes sains.

peut entrainer un flacon de culure positf. Dans c=
cas, les resuliats de repiguage et d'etalement peuvent
&fre négatifs.

. Les organismes soni souvent psu nombreus el

peuvent apparaitre par intermittence dans = sang. Il
convient  par  consequent  d'effeciuer  plusisurs
prelevements de sang consecutifs par patient.

. Retirer rapidement les flacons de culture posiifs das

guils sont signalés par BacT/ALERT pour ne pas
risquer dobtenir des cullures non viables par autolyss
ou pour d'auires raisons. Ceranes socuches de
Streptococous pReUmonize peuvent Etre
particuterement sujeties & lautolyse si les flacons ne
sont pas décharges rapidement aprés avor etg
signales positifs.

. Il amve gu'un etalement & partir d'un flacon negaiif

soumis 3 la coloration de Sram confienne un pedt
nombre dorganismes non viables  dérives  des

composants du m@ew de culture, des colorants
utilises, de I'hufe dmmersion cu des lames de vermre.

Les résuliats sont donc des faux posiifs dans oz cas.

Temps de détection (heures)”

Inoculum BacT/ALERT FH

Microorganisme (UFCiflacon) [Plasfique)
Anaerchies Gram-positifs
[C. perfringsns, F. asaccharolyficus, =100 11.2 - 44,1
P. micros) =10 123-472
Anagrcbies Gram-négatifs
[F. nucleatum, 8. fragilis, < 100 294 - 451
B. vulgafus) =10 35.0-470
Anaeérobies facultatifs Gram-positifs
[5. sureus, 5. pneumonize) <100 15.6- 167

<10 17.2- 17,8
Anaercbies facultatifs Gram-negatifs
(E. coh) <100 11.3

= 10 12,8

‘El‘iqUE germe a &bé teste an triplcate at los moyennes oni efe calculdes. Les valeurs Indiguées comespondent 3 une plage de ces

Mayennes, 3 'exception de £ coll, qul &lal e 52Ul organisme facuiatt Gram-nagats zste.
REMARGUE : Ls liste des germmes rares ei exigeants isoles avec les flacons de cufture BacT/ALERT est disponible sur

demands aupres de biolerieus.

T
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Annexe 6 : Fiche technique flacon pour un volume de sang de 4ml bioMérieux®
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BacT/ALERT® PF

SECTION MISE A JOUR
Se reporter au glossaire des symbolss en fn de notice.

AFPPLICATION

Les flacons de culture BacT/IALERTE PF s'utilisent aves le
sysiéme de detzclion microbienns BacT/ALERTE dans le
cadre de procsdures qualitatves améliorées pour la
détection =t lisolement de microorganismes anaérobies
facultatifs et agrobies (bactéries et lewures) & partir du
sang.

RESUME ET EXPLICATION

Le systeme de détection microbienne BacT/ALERT sert 3
tester la présence de microorganismes dans le sang
préleve sur un patient suspecie de présenter une
bactériemie ou une fongemie. Le systéme ef les flacons
de culure BacT/ALERT associent un systéme de
détection microbienne 3 un mBeu de culture qui offrent
des  conditions nutriionnelss =t envircnnementales
adapiees aux organismes habituellement rencontrés en
cas dinfectons du sang. Le flacon de culture
BacT/ALERT PF a eté mis au point pour fournic une
méthode de detection rapide et sensible  des
mizroorgansmes lorsgue le volume de sang disponible st
minime. Le flacon ineculé est place dans Finstrument o il
est incubé e suivi en continu pour v detecter la présence
de microorganismes qui se développeront dans le flacon
BacT/ALERT PF.

PRIMCIPE DU TEST

Le s=ystéme de detection microbienne BacT/ALERT
repose sur un deéfectzur colorimeétrique et la lumigre
reflechie pour suivre la présence et la quantite de dioxyde
de carbone [0y dissoute dans e milieu de cufure. Si
des microorganismes sont présents dans ['echantilion
testé, du dioxyde de carbene est produit 3 mesurs gue les
organsmes metabosent les substrats dans le milieu de
cufture, Lorsque (& croissance des  microorganismes
predut du COs, la couleur du détecteur permésble aux
paz installé au fond de chague flacon de culture passe du
bleu-vert au jaune." La couleur plus claire enfraine une
augmeniation des unites de réflectance conirdlées par le
systéme. La réfleciance des flacons est contrdlee et
enregisirés par I'mstrument toutes les 10 minutes.

REACTIFS

Reserve au diagnostic in vifro.

ATTENTION : Manipuler les échantillons et les flacons
de culture inoculés comme s'ils éfaient susceptibles
de transmettre des agents infectieux. Tous les flacons
de culture inocculés, les aiguilles de prélévement
d'echantillens et les systémes de prélévement du
sang doivent &tre décontaminés conformement aux
procédures en vigueur dans "établissement *

BacTIALERTE PF (code de couleur jaune) — Les flacons
de culture 3 usage unique BacT/ALERT PF contiennent
18 ml de mPeu complexe ei 4 ml d'une suspension de
charbon d'une densité moyenns de 1.0215g'ml. La
compesition des milieux est la suvivante : hydrolysat de
caseine-saja (2.0 % miv), matidres sobides d'infusion de
cerveau et de cosur (0.1 % miv). polyanéthal-sulfonate de
sodiom  (PS5) (0,025 % miv), pynidoxme de HC
{0,001 % miv), menadions (00000825 3% miv), hémine
(0,0D0625 % miv), L-cystaine (0,025 % miv] et autres
acides aminés complexes et hydrates de carbone dans de
"eau purfiée. Les flacens abritent une atmosphere de CO,
dans l'oxygéne et l'azote, sous vide. La composition des
mibizwe peut &re ajustée pour répondre 3 des expgences
specifiques en termes de performances.

ATTENTION : Les flacons de culiure BacT/ALERT sont
fabriqués a partir de polycarbonate. Certains
desinfectants ne sont pas compatibles avec des
surfaces qui contiennent du polycarbonate et risguent
dentrainer la détérioration du flacon. Verifier la
compatibilité du désinfectant avec le polycarbonate
avant de l'utiliser sur les surfaces des flacons de
culture BacT/ALERT.

ATTENTION : I est possible gque certains
microorganismes rares el exigeanis ne se
developpent pas ou se développent lentement dans le
miliey du flacon de culture BacT/ALERT PF. Si des
organismes rares et exigeants neécessitant des
conditions et des milieux spécialisés sont suspectés,
il faut envisager d'autres méthodes d'isclement ou
prolenger la durée d'incubation.

ATTENTION : Plus rarement, il est possible que des
organismes se développent dans le milieu des flacons
de culture BacT/ALERT PF. mais ne produisent pas
suffisamment de dioxyde de carbone pour éfre
determinés positifs. La présence d'antibiotiques actifs
dans un échantillon est un facteur qui peut aboutir a
cette situation.

Autre matériel nécessaire

Systemes de détection microbienns BacTIALERTE

Dispositf de prélgvement sanguin

Aiguillzs de ventilationfunités de repiquage stériles

Gants jetables

Recipients pour dechets a rsque b clogique, adaptés aux
materiaux potentizllernent contamines par des agenis
infecteus:

Matériel disponible auprés de bioMérieux

Adaptateur BacTIALERT® pour prélévement de sang

Systemes de datection microbienne BacTIALERTE

Aiguillzs de ventilationfunités de repiquage stériles

bloMeraux, Inc. Frangals - 1
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Conservation

Les flacons de cultwre BacT/ALERT sont préis a I'emploi.
Conseryer 3 température ambiante (entre 15 2t 30 °C), 3
labri de la lumigre directz du soleil Une date de
peremption figure sur l'etiquette de chague flacon. Mz pas
utser les flacons de culture aprés ke demier jour du mois
indiqué. Un preclplte peut se former =0 les flacons sont
soumis & une température inférieurs 3 13 °C. Ce pre..,prte
disparait lorsgue les flacons sont amenés 3 temnpérature
ambiante. FPorter les flacons a tempéraiure ambiante
avant utilisaton.

Signes d'instabilité chimigue ou physique

Avant Femploi, vérifier I'absence de dépgats ou de signes
de déférioration des flacons de culture BacT/ALERT
[decoloration). Les flacons montrant des fraces de
dommage, de fuite ou de detérioration doivent &tre mis au
rebut. Dans un flacon non agite, le miliew doit &tre clair,
mais peut présenter une leégérs opalescence ou contenir
une trace de précipitd due a la présence de l'anticoagulant
PS5. Me pas confondre opalescence et turbidits. Me pas
utFser de flacon contemant un mifieu présentant un
frouble, un détecteur jaune ou une pression garsuse
excessive, car c=la {émoigne  d'une  possible
contamination.

APPAREILS

Auant Femploi, consulier le manusl d'otilisation du
systéme  de  détection  microbienns  BacT/ALERT
approprie.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES
ECHANTILLONS

REMARGUE : Les flacons de culure BacT/ALERT PF
doivent &tre ufilises par du personnel de  soins
specizlement formé. La methode de prélévement est
exirémement importanie pour les echantlons destmés 3
Ihémoculiure. Consu'ter Cumitech 1C* pour la méthode
de prelévement adéquats.

REMARGUE : Prendre soin de ne pas contaminer
l'echantillon patient lors de la préparation et lincculation
des flacons. || est indispensable de bien désinfecter Ia
peau pour réduire e risque de contamination.

REMARQUE : Méme si cela n'est pas recommande par
biolMerieux, le sang peut etre preleve directement dans les
tubes de prelévement contenani du F'S“ Les tubes
contenant d autrs;

bicMérizux recommande de placer les
flacons de culture incculés dans e systeme de défection
microoienne BacT/ALERT dés que possible aprés le
prelévemnent. Les flacons de culture incculés dent lentrée
ezt differée doivent Etre maintenus 3 températurs
Mabiante jusgu'a leur chargement dans linstrument,

F‘r'epa.ratm S
Etigueter k= flacon tire en mdiquant les
informations patient. Les icones de I'etiquetie du fiacon
[€34,0) peuvent étre définies par I'utilisateuwr.

2. Retirer |la capsule en plastigue du flacon de culture.
Auant Minoculation, désinfecter le capuchon du flacon
de culture 3 laide d'un tampon mgregne d'alcocl ou
equivaleni. Laisser secher a 'air libre.

3. Meitoyer le site de ponction weineuse choisi sslon la
procedure approuvee par I'etabissement.

Procédure d'inoculation par prélévement direct
REMARGUE : Si l'opeératzur inocule plusieurs types
de flacons dhémoculture BacTIALERT en ut@sant un
dispositif de prélévement de sang & alettes ef um
adaptateur de prélévement direct, il dot incculer
d'abord = flacon pour culture agrobie, puis celui pour
culture anaercbie afin de ne pas transférer d'oxygéne
prsconier dans la tubuure vers le flacen pour cufiure
anaérobiz,

REMARGUE : Surveiller atteniivernent =
prélévement dirsct 3 tout moment pour garantr
I'ebtention d'un flux suffisant =t éviter le passage du
cantenu du flacon dans |a tubulure de 'adapiatzur. En
raison de la présence d'adddifs chmigues dans =
flacon de culiure, il est important d'empécher les
reflux éuentuels et les réactions indésirables qui
s'ensuiveni en exdcuiant toutes les étapes oi-
dessous.

3. Tenr le flacon de cullure en posiicn verbcals
{oouchon wers le haut) el plus bas que le bras du
patient.

b. Prélever l= sang en utlisant un dispositf de
prelevement de sang 3 ailettes et l'adaptatewr
pour prélévement de sang BacT/ALERT en
suivant  la procédure  approuvée  par

I's wagiement dans le

acon de culiure au chevet du patg éme si

des volumes d&chanfillon inférieurs peu
ufilises, ['isclement st susceptible

proche des 4 ml recommandes. Pour aviter u
surinoculation, surveiller |l volume  sang
infreduit dans le fiacon de culture en s'adany

& 5ang commence 3
s'écouler dans le flacon de culture ou dans les
2 minutes suivant son application.

d. Me pas laisser le contenu du flacon de cufture
toucher le bouchon ou l'extrémits de Maigufle lors
de la procédure de prédvement.

Un flacon de culture contaming pourait contenir uns
pression  positve e gl est ulifsé pour um
préfévement direct, provoguer un reflux dans la veins
du patient. La contamination du flacon de culture n'est
pas aisement wisible, Surveder le prelévement direct
avec atiention pour &viter un reflux. Me pas uiiliser g=
flacon contenant un miliew présentant un trouble, un
détecteur jauns cu une pression gazZeuse excessive,
car cela iemoigne d'ung possible contamination.

Procedure dinoculation par seringue
REMARGUE : Si 'operateur inocule plusieurs types
de flacons d'hémocufure BacT/ALERT en wtilisant
unz seringue, il dod d'abord moculer le flacon pour
culture anaérchie, puis celui pour culture agrobie afin
de ne pas transférer doxygéne priscnnier dans 3
seringue vers le flacon pour culiure anaérobie.
L'&tiquette du flacon comporte des graduations powr
faciliter 'estimation du wolume d'&chanfillon.

3. Effeciuer la ponction veinsuse et le ransfer de
sang wers le flacon de culture BacT/ALERT
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conformeément aux procedures en wigusur au
sein de 'efakblisserment

4. Transférer immediatement les flacons de  culture
inocules au laboratore microbiologique.

PROCEDURE DE TEST AVEC UN FLACOM DE

CULTURE BacT/ALERT PF

Remarques préliminaires et précautions
Liliser des gants jetabless et manipuler avec soin les
flacons incculés comme s'ils Staient susceptbles de
fransmetre  des agents  infectieux.  Consulter
immédiatemant un médecin en cas dingestion de
produiis contamnés ocu de contact awvec une plaie
ouverts, uns lésion ou une sutre &corchure cutange.

2. % un produit contaming  s'est  répandu
accidentellement, nettoyer mmedistement avec une
solution d'hypechlornite de sedium a 5 % dilues 3 1:10.
Metire au rebut lz matériel de nettoyage en wtilisant
une méthode adégquate.

3. Tous les flacons de cufture incculés, les aiguilles de
prelevement dechantons et les systémes de
prelévement du sang doiven: &ire décontamines
conformément aux proceédures en wigueur dans
I'etablissement.

4. Ces flacons dowent &tre utilisés par des techniciens de
laboratore specialemeant formes.

Remarques et précautions

1. Veiller atientiverment 3 ne pas provequer la
contamination de l'echanfillon du patent pendant la
ponction veineuse =t Mnoculation dans le flacon de
culiure car une contamination  entrainerat  une
determination positve de l'echaniillon alors qu'aucun
isciat cliniguement pertinent n'est en fad présent.

2. Les prelévements sanguns doivent &g effectués
avant le debut d'une antiiothérapie. 5i cela s'awvére
impossible, prelever ['&chantillon sanguin
immeédiatemeant : : i j la dose

des flacons de culture incculés nmont pas ete
immediatemeant réceptionnes par le laboratoire ou ont
&t incubgs avant d'étre chargés dans linstrument
BacT/ALERT. les inspecter pour rechercher des signes
de croissance microbienne. Si une Croissance
crofienne est cecelee considerer que les Fla-:x:nn

Procédure de laboratoira

ATTENTION : Des précautions s'imposent lors du
repiguage des flacons de culture positifs car ceux-ci
peuvent présenter un trop-plein ou contenir des
organismes dégageant une quantité importante de
gaz. Le confenu des flacons de culture positifs peut
étre soumis 3 une pression interne accrue. Ventiler
temporairement les flacons de culture positifs avant la
coloration ou I'élimination pour liberer le gaz produit
par le métabolisme microbien.

1. Inspecter visuellement les flacons avant de les tester
Me pas uliliser des flacons présentant des fraces
dendommagement, de fuite ou de  detérioration.
Considérer positfs les flacons qui présentent ume
hemolyse, wn  frouble, une pression gazeuss
EHCESIVE, dE5 détecteurs [Funes etiou des signes de
croissance. Sialer ef repiguer. Me pas incuber, sauf =i
"étalement est negatif.

Lorsque les flacons de culture ont é1é .,hargés. dans
instrument. incuber pendant cing 3 sept jours, ou
jusou’a ce quiils aient eté détermines positifs.

3. Btaler &t repiquer tous les flacons positfs. Si
"Ealement est négatif, o2 qui indique 3 possibite dun
faux positif, recharger le flacon dans [instrument
jusgu'a l'obtention d'une croissance du repiquage ou
un reclassement déterminé positif. Etaler et repiquer
2z flacons initialement determings faux posiifs, puis
reclassas positifs.

4. Les flacons negatife peuwent Etre wérifiés par
stalement etlou repiquage avant d'étre &éfmmeés en
{ant que flacons negatifs.

Les procedures de chargemant et de deéchargement
des flacons de cu'ture dans Ninstrument BacT/ALERT
sont decrites dans le manuel d'utilisation.

E. Me pas réutiliser les flacons de culiure
BacT!IALERT. Eliminer les flacons de  cuffure
BacT/ALERT inccués conformément au protocole du
aboratoire. L'autoclavage etiou lincineration des
flacons BacT/ALERT incculés est adéguat.

7. L'uifisation de dispositfs de carottage (c'est-a-dire
dune aguile 3 embout arrondl) pour percer e
bouchon peut provoquer une fuite du flacon.

!‘\-\.:l

n

CONTROLE DE QUALITE

Un certificat de conformité est fourni aves chaque boite de
flacons de culture. 57 & souhaite, le laborstore peut
effectusr un test de conirdle de qualitd: des flacons de
culiure BacT/ALERT PF. Consulter le manusl -:'ut‘Iisaﬁ-:n
de BacT/ALERT et le decument M22-A3 du CLSMED.”

Instrument

Un coffret @étalons de réflectance BacT/ALERT est fourni
avec chague instrument pour les procédures de CO et
d'etalonnage. Tout coninde de qualité doit s'inscrre dans
2 cadre dune mainienance nommals du systéme.
Consufter le manusl  d'ulilisation  de  linstrurnent
BacT/ALERT pour plus d'informations.

RESULTATS

La positivite ou negalfivitd des flacons de culture est
determmée par un logciel de prise de décision intégré au
sysieme de detection microbienns BacT/ALERT. Aucune
ntervention n'est requise jusqu'a ce gue linstrument
BacT/ALERT signa'e un flacen de culiure positd ocu
negatif.
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LIMITES DU TEST

En pratiqus, les nombreux parameéires intervenani dans
les tesis dhemoculture ne permetient pas d'affrmer avec
certitude gue les resultats obtenus sont dus uniguement
aux qualites propres c'un milies de culture ou dun
systéme de deétecton.

volume sanguin de 4 ml est recommande. Les

volumes superieurs 3 4 ml n'assurent pas un rapport

opbimal entre sang e mliew.

ossible gue des echantillons patient determinés

=T! : es
organsmes  posilifs 3 I'éalement qui ne  se
developpent pas sur des milieux de repiguage de
routine. Si tel 25t le cas, les echantillons doivent &tre
repiqués sur des milisux specifigues. De méme, il est
possitde  que  des  echantillons  positifs  avec
BacT/ALERT contennent des organismes qui ne sont
pas detecies par des methodes d'étalement de routne
et necessitent des etalements el des milieux de
repiquage specfigues pour la détection et Msclement.

3. La présence du charton actif apparait scus la forme
d'un précipité noir sur I'etalement, dont linterprétation
peus etre diffic’e dans un premier temps. L'expénence
rend linterprétation phus facile.

4. Certames souches de Haemophius influenzae,
MNeisseris meningitidis, Neissena gonomhosas el
Feptosfrepiococcus anasrobius peuvent éire sensibles
a 'anticoagulant PSS, avec pour conséquence une

CARACTERISTIGQUES DE PERFORMANCES DU TEST

. grand

mondre croissance ou une faible production de COg
par ces souches si la quantite de sang incculée dans
&5 flacons de culture est insuffisante.

Plus rarement, la présence de lewcooytes en fres
nombre dans  léchantilen  sanguin  peut
enfrainer un résulial positit avec BacT/ALERT. Cans
ce cas, les résuliats de repicuage et detalement
seront négatfs.

Les organismes sont souvent peu nombreux et

peuvent apparaitre par intermitience dans l= sang. |l

convient par  consequent  d'effeciuer
prélevements de sang consecutifs par patient.
Retirer rapidement les flacons de culture posiifs des
quiils sont signalés par BacT/ALERT pour ne pas
risgquer d'ocbtenir des culiures non viables par autolyss
ou pour d'autres raisons. Cerames souches de
Slreplocoscus Eneumonise peuveni Etre
particubérement sujeties a l'autolyse si les flacons ne
sont pas décharges rapidement aprés avor et
signalés posiifs.

II arive gu'un etalement @ pariir d'un flacon negatif
soumis 3 la coloration de Gram contienne un petit
nombre dorgansmes non wviables  derivés  des
composanis du mitew de culure, des coloranis
ulilises, de 'hude dimmersion cu des lames de verre.
Les resultats sont donc des faux posiifs dans o= cas.

plusizurs

Des ewdss iniemes densemencement ont &t effectudes en utilisant les organismes suwants & des concentrations
£ 10 UFCilacon et = 100 UFC/flacon =t du sang humain préleve chez des donnewrs adultes sains.

Temps de détection [heures)”

Inoculum BacT/ALERT PF
Microorganisme (UFCiflacon) (Plastique}
Grami-positifs
(M. lufews, 5. sureus,
5. epidermidis, 5. agalachae. < 100 138-345
E. faecalis, 5. pneumonize,
5. pyogenes, Streplococous < 10 143-720
Groups C, 5. sanguis,
L. monacyiogenss)
Gram-negatifs
[E. cofi, H. influsnzae,
K meningitidis, P. aeruginosa, < 100 10,4 -388
5. maltophilis, A baumani,
A faecalis, E. sloscae, < 10 12,0-431
K. pneumonize, 5. marcescens)
Levure
{C. albicans, C. tropicalis, £ 100 17,24-624
T. glabrats) <10 205-T04

*Chagus germe a ele t=slé 2n iriplcats 21 les mayennes oni &8 caloulées. Les valeurs Indiguées comespondent 3 une plags de ces

Mayennes.

REMARGUE : Lz liste des germes rares et exigeants isoles avec les flacons de culture BacT/ALERT est disponible sur

demande auprés de biohérieus ®
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Résumé

Ce mémoire porte sur une étude du parcours pré-analytique des flacons d’hémocultures réalisés au
sein de notre structure hospitaliére. L’hdpital est un Centre de Lutte Contre le Cancer et nous avons
des patients adultes et pédiatriques atteints de tumeurs solides et d’hémopathies malignes ce qui au
vue de leurs pathologies peut provoquer des difficultés de préléevement. Ainsi il a été
successivement étudié dans ce mémoire la qualité de remplissage des flacons, le délai
d’acheminement des flacons au laboratoire, la qualité du remplissage du bon de demande
d’examen par le personnel de soin et la retranscription informatisée du bon de demande d’examen
dans le SGL. Des dysfonctionnements ont été mis en avant et des solutions d’amélioration sont
ainsi mises en place afin d’avoir une perspective d’amélioration continue de la qualité.

En effet, I'objectif est d'améliorer la qualité du prélevement de 'hémoculture en vue d’'une meilleure

prise en charge globale des patients.
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