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Prélévements hémocultures

1.  Objectif

. Au CHU Sainte-Justine, les hémocultures prélevées des patients sont incubées dans l'appareil
VersaTREK dé¢s leur arrivée au laboratoire. Cet appareil est congu pour détecter les hémocultures
positives en continu avec l'avantage de les rapporter aux cliniciens dés que trouvées positives.

. La détection des cultures positives est basée sur la mesure des changements de pression dans la
bouteille (dus a la consommation et la production de gaz par les microorganismes).

. Les cultures détectées positives sont signalées par une alarme sonore, un voyant lumineux au site
de I'hémoculture et un affichage sur I'écran de l'ordinateur. Les hémocultures sont alors traitées
par le (la) technicien(ne) : une coloration de Gram est faite et le résultat est communiqué immé-
diatement au médecin traitant selon le protocole en cours au laboratoire.

2.  Domaine d’application

Les bouteilles d’hémocultures doivent étre utilisées pour la recherche d’infections bactériennes ou fon-
giques dans le sang ou les liquides biologiques normalement stériles.

3. Politiques et procédures en lien

Procédure d’analyse des hémocultures : PRCD-BACT-1552-01
Procédure des erreurs

4.  Abréviations
GMO : Grefté de moelle osseuse

5. Responsabilités

Cette procédure s’applique a toute personne habilitée a faire un prélévement chez un patient.

6. Mesures de sécurité

. Les bouteilles d'hémocultures doivent étre entreposées dans un milieu frais et sec, a I'abri de la
lumicre. Une rotation des bouteilles est assurée de manicre a ce que les bouteilles soient utilisées
avant la date d'expiration inscrite sur chacune d'elles.

. Avant ['utilisation des bouteilles d'hémocultures, il convient de les examiner pour vérifier si elles
sont endommagées ou présentent des signes de détérioration.
Occasionnellement, le goulot de la bouteille peut étre fissuré et donc se briser quand la capsule

Préparé par : Vérifié par : Approuvé par : Date d’entrée en vigueur :
C. Laferri¢re, M.D. C. Bergeron, M.D. C. Laferri¢ére, M.D. 2007-11-27

F. Rallu, Ph. D. J. Ethier, coordonnatrice

M. Saint-Jean, M.D. C. Scrivo, coordonnatrice

C. Lavallée, coordonnatrice
A. Canuel, infirmiére

U:\Mes dossiers\ISO\Bactériologie\PRE ANALY TIQUES\Techniques de prélévement\0701-01_Prélévements hémocultures.doc Page 2 of 13



7.1

PRCD-BACT-0701-01

Prélévements hémocultures

Approuvé

de protection est enlevée ou pendant les manipulations. De plus, une bouteille peut ne pas étre
bien bouchée. Il ne faut pas utiliser une bouteille non intacte ou une bouteille dont le milieu est
trouble, décoloré, foncé.

Echantillons

Echantillons requis

Sang ou liquide biologique normalement stérile.

Voir en annexe : Tableau I pour le choix des bouteilles d’hémoculture
Tableau II pour le volume sanguin en fonction de 1’age du patient
Tableau III pour I’inoculation des liquides biologiques normalement stériles

Nombre d’hémocultures a prélever :

I1 est préférable de toujours faire un minimum de deux séries d’hémocultures, plus particuliere-
ment chez les patients porteurs de cathéters centraux ou de matériel corps étranger (ex.: vis, tige,
prothese valvulaire). Avec une seule hémoculture, le faible volume prélevé diminue la sensibilité
du test. De plus, l'interprétation du résultat est plus difficile, en ce qui concerne la distinction en-
tre les vraies bactériémies par rapport aux contaminations.

Quoi que souhaitable, le prélévement d’hémocultures multiples est parfois impossible chez le
tout petit. On devrait alors s’en tenir a une seule bouteille, en optimisant le volume de sang que
I’on y met.

Délai entre les prélévements :

Lorsque la situation clinique demande I’introduction d’une antibiothérapie d’urgence, prélever
les hémocultures sans délai entre chaque prélévement. Toutefois, les hémocultures doivent étre
prélevées a des sites différents. Le délai de 30-60 minutes traditionnellement recommandé entre
les hémocultures n’augmente pas la sensibilité du test. Il pourrait servir a documenter la présence
d’une bactériémie continue.

Type de bouteille a utiliser :

La recherche de bactéries aérobiques doit étre incluse dans tous les cas (bouteille aérobique). La
bouteille anaérobique peut étre optionnelle selon la prescription médicale. Ensemencer toujours
en premier le bouillon de culture de la bouteille aérobique, puis la bouteille anaérobique. Voir
tableau I pour les indications (non-exhaustives) de culture anaérobique.
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7.2 Criteres d’acceptabilité

. Les hémocultures sont prélevées de préférence avant de débuter ou de modifier I'antibiothérapie
et au moment le plus éloigné possible de la derniére dose d’antibiotique. Les antibiotiques en
cours doivent étre mentionnés sur la requéte.

. Il est préférable de prélever le sang via ponction veineuse plutdt que via un cathéter veineux pour
diminuer le risque de contamination.

= Les liquides biologiques normalement stériles (amniotique, articulaire, ascite, pleural, péricardi-
que) peuvent étre ensemencés directement au chevet du patient dans les bouteilles d'hémoculture
en respectant le volume et la bouteille recommandée. Voir tableau III.

7.3 Critéres de rejet

. Echantillon de sang prélevé dans une bouteille brisée, contaminée, ou expirée.

. Si une erreur d'identification de I'échantillon est notée a la réception au laboratoire, I'infirmiere
qui a prélevé I'hémoculture sera appelée pour faire la correction au laboratoire a défaut de quoi le
prélévement sera rejeté.

8.  Méthodologie

8.1 Matériel

. Bouteille d'hémoculture
Les bouteilles VersaTREK sont disponibles a I'unité de soins ou au magasin.

Les tubes Isolator sont disponibles seulement au laboratoire de microbiologie et sur prescription
d’un pédiatre-infectiologue ou d’un microbiologiste-infectiologue.

. Requéte appropriée

. Plateau a ponction veineuse incluant microperfuseur et barillet
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8.2. Procédure

8.2.1. Ponction périphérique veineuse
Cela demeure la technique de choix de prélévements d’hémocultures.

1. Opter pour la bouteille d'hémoculture selon 1'analyse demandée et les recommandations du
tableau I.

2. Se laver les mains.

(O8]

Désinfecter le bouchon de caoutchouc de la bouteille avec un tampon d'alcool. Laisser sécher
30 secondes. La proviodine n'est pas recommandée car elle peut endommager le septum

Choisir un site de ponction ou la peau est saine et de préférence sur les membres supérieurs.
Installer un garrot.

Palper la veine au site choisi.

NS » s

Désinfecter le site de ponction veineuse par friction vigoureuse, soit avec une tige montée de
chlorexidine et d’alcool, soit avec de ’eau stérile, selon le tableau ci-dessous.

AGE DE L’ENFANT DESINFECTANT

Nouveau-nés de 26 semaines et moins : Eau stérile

< 2mois : Chlorexidine 0,5 % et alcool 70 %

Enfant > 2mois et adulte: Chlorexidine 2 % et alcool 70 %

8. Désinfecter de fagon circulaire en partant du site prévu de ponction. Laisser sécher 30 se-
condes.

9. Mettre des gants propres. Aucune nécessité que les gants soient stériles.
10. Sinécessité de repalper la veine, redésinfecter la peau apres avoir touché et laisser sécher.

11. Effectuer la ponction. Un prélévement avec circuit fermé est souhaitable pour éviter l'intro-
duction d'air dans les bouteilles et diminuer les risques d’accident.

12. Si la veine est ratée, le prélevement doit étre repris avec un nouveau circuit.

13. Maintenir la bouteille a la verticale lors du mode de prélévement par systeme sous vide
pour :
- lire sur I'échelle le volume de sang ayant infusé dans la bouteille;
- ¢viter le retour du bouillon de culture dans la circulation sanguine.
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14. Prélever le volume sanguin maximal recommandé selon 1’age du patient pour optimiser la
sensibilité de I'némoculture (Voir tableau II). C’est la variable la plus importante dans la dé-
tection de la bactériémie.

15. Prélever la bouteille aérobie suivie de la bouteille anaérobie.

16. Chasser l'air de la seringue et injecter le sang dans la bouteille lorsque le prélévement est fait
via un papillon. Il n'est pas nécessaire de changer l'aiguille. Eviter un remplissage inadé-
quat. Renverser délicatement la bouteille plusieurs fois pour bien mélanger le sang au bouil-
lon de culture.

17. Jeter ’aiguille de fagon sécuritaire.

18. Si I’extérieur d’une bouteille est souillé de sang, on doit la désinfecter avec une lingette Vi-
T0X.

19. Identifier 1'échantillon au chevet du patient en collant 1’étiquette verticalement sur la bou-
teille. Ne pas cacher le code a barres de la bouteille.

20. N'utiliser qu'une requéte de bactériologie pour une hémoculture aérobique et anaérobique.
Prendre une autre requéte pour chaque autre demande spéciale : hémoculture ISOLATOR,
hémoculture pour mycobactéries.

21. Remplir la requéte en spécifiant la date et I’heure, le diagnostic, le site exact du prélévement,
les antibiotiques en cours, toute demande spéciale ainsi que le diagnostic présumé (ex.: bru-
cellose, endocardite). Les techniques de laboratoire et la période d'incubation peuvent varier
selon les organismes recherchés et le diagnostic soupgonné (Voir tableau I). Noter sur la re-
quéte toute déviation dans le volume prélevé. (Voir tableau II)

22. Acheminer I'échantillon au laboratoire dans un délai maximal de 30 minutes afin de l'incuber
le plus tot possible. Ne jamais le réfrigérer.

8.2.2. Ponction via un cathéter
Sauf exception, ne pas prélever a partir d’un cathéter moins d’une heure aprés I’administration
d’un antibiotique.

1. Opter pour la bouteille d'hémoculture selon I'analyse demandée et les recommandations du
tableau I.

2. Se laver les mains.

3. Désinfecter le bouchon de caoutchouc de la bouteille avec un tampon d'alcool. Laisser sécher
30 secondes. La proviodine n'est pas recommandée car elle peut endommager le septum.
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4. Désinfecter le site de prélévement du cathéter et la tubulure au pourtour a l'aide d'un tampon
d'alcool en frottant vigoureusement au moins 15 secondes. Laisser sécher 30 secondes. Répé-
ter une fois.

5. Mettre des gants propres. Aucune nécessité que les gants soient stériles.

< 6. Ne pas rincer le cathéter d’aucune fagon avant le prélévement de I’hémoculture.

7. A I’aide d’une seringue, prélever un volume de sang correspondant & 1’espace mort du cathé-
ter qui ne sera pas utilisé pour la culture. Utiliser une nouvelle seringue pour faire le préle-
vement qui sera utilisé pour la culture.

8. Maintenir la bouteille a la verticale lors du mode de prélévement par systéme sous vide
pour :

- lire sur I'échelle le volume de sang ayant infusé dans la bouteille;
- éviter le retour du bouillon de culture dans la circulation sanguine.

9. Prélever le volume sanguin maximal recommandé¢ selon 1’age du patient pour optimiser la
sensibilité de I'hémoculture (Voir tableau II). C’est la variable la plus importante dans la dé-
tection de la bactériémie.

10. Prélever la bouteille aérobie suivie de la bouteille anaérobie.

11. Chasser l'air de la seringue et injecter le sang dans la bouteille lorsque le prélévement est fait
via un papillon. Il n'est pas nécessaire de changer l'aiguille. Eviter un remplissage inadé-
quat. Renverser délicatement la bouteille plusieurs fois pour bien mélanger le sang au bouil-
lon de culture.

12. Jeter I’aiguille de fagon sécuritaire.

13. Si I’extérieur d’une bouteille est souillé de sang, on doit la désinfecter avec une lingette Vi-
TOX.

14. Identifier I'échantillon au chevet du patient en collant 1’étiquette verticalement sur la bou-
teille.

15. N'utiliser qu'une requéte de bactériologie pour une hémoculture aérobique et anaérobique.
Prendre une autre requéte pour chaque autre culture spéciale : hémoculture ISOLATOR, hé-
moculture pour mycobactéries.

16. Remplir la requéte en spécifiant la date et I’heure, le diagnostic, le site exact du prélevement,
les antibiotiques en cours, toute demande spéciale ainsi que le diagnostic recherché (ex.: bru-
cellose, endocardite). Les techniques de laboratoire et la période d'incubation peuvent varier
selon les organismes recherchés et le diagnostic suspecté (Voir tableau I). Noter sur la re-
quéte toute déviation dans le volume prélevé. (Voir tableau II)

17. Acheminer 1'échantillon au laboratoire dans un délai maximal de 30 minutes afin de l'incuber
le plus tot possible. Ne jamais le réfrigérer. Ne pas mettre dans le pneumatique.
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N. B. Pour faire le diagnostic d’une bacteriémie reliée a un cathéter, il faut prélever en méme
temps une hémoculture via cathéter et une hémoculture périphérique, avec le méme volume de
sang dans les deux bouteilles. Bien inscrire le site et I’heure exacte du prélévement et acheminer
en méme temps au laboratoire. Dans ces conditions, si la bouteille prélevée via cathéter est détec-
tée positive plus de 2 heures avant celle prélevée en périphérie, cela signe une bactériémie reliée
a un cathéter.

8.2.3. Ponction pour un tube ISOLATOR™

1. Le prélevement s’effectue exactement de la méme fagon que pour les bouteilles.

2. Choisir le format du tube selon 1'analyse demandée et les recommandations du tableau I. Les
tubes Isolator sont disponibles seulement au laboratoire de microbiologie et sur demande par
le pédiatre-infectiologue ou le microbiologiste-infectiologue.

3. Porter une attention particuliére a la désinfection vigoureuse du bouchon de caoutchouc du
tube avec un tampon d'alcool 70 %. Laisser sécher 30 secondes. La proviodine n'est pas re-
commandée car elle peut endommager le septum.

4. Prélever le volume sanguin maximal recommandé selon le format du tube et I’indication du
prélévement pour optimiser la sensibilité de 'hémoculture (Voir tableau II). C’est la variable
la plus importante dans la détection de la bactériémie.

9. Annexes

Tableau I : Choix des bouteilles d’hémocultures

Tableau II : Volume sanguin en fonction de 1’age du patient

Tableau III : Inoculation des liquides biologiques normalement stériles
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Tableau | : CHOIX DES BOUTEILLES D'HEMOCULTURES
Nombre de prélévements recommandés : HEMOCULTURE X 2

CHOIX DE BOUTEILLES SELON PRESCRIPTION MEDICALE SPECIALE

MICROORGANISMES RECHERCHES

g BOUTEILLE OU TUBE
OU DIAGNOSTIC SUSPECTE

REMARQUES

=  Anaérobes

= Infections abdominales ou
péri-anales, gynécologiques,
ORL, patients neutropéniques ET
recevant des stéroides, mor-
sure, bébés nés de mére avec
chorioamnionite.

Aérobique (bouchon violet)

‘Incubation de5j ours‘

Anaérobique (bouchon rouge)

Champignons (Mycoses)
Immunocompromis, prématu-
ré, porteur de cathéter central

Aérobique (bouchon violet)

Mentionner sur la requéte :
Culture fongique.
|Incubati0n de 21 jours‘

Endocardite, fi¢vre d'origine

Aérobique (bouchon violet)

Mentionner sur la requéte :
Endocardite ou FUO

indéterminée. : .
|Incubat10n de 21 _]OUI‘S‘
Mentionner sur la requéte :
=  Brucella Aérobique (bouchon violet) Recherche de Brucella

|Incubation de 10 jours‘

=  Bartonella

Aérobique (bouchon violet)
ET
ISOLATOR™ 10*

Mentionner sur la requéte :
Recherche de Bartonella
|Incubation de 21 jours‘

=  Microorganismes reliés au
bioterrorisme.

Aérobique (bouchon violet)

Mentionner 1’organisme re-
cherché sur la requéte
Appeler le microbiologiste de
garde

» Malassezia furfur
porteur de cathéter central

ISOLATOR™ 1.5 ou 10*

Mentionner sur la requéte :
Recherche de Malassezia furfur
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CHOIX DE BOUTEILLES SELON PRESCRIPTION MEDICALE SPECIALE

MICROORGANISMES RECHERCHES
OU DIAGNOSTIC SUSPECTE

BOUTEILLE OU TUBE

REMARQUES

= Streptobacillus moniliformis
(rat bite fever)

Aérobique (bouchon violet)

avec deux fois le volume de

sang recommandé pour I’age
ET

2 tubes citrate (bouchon bleu

clair)

Mentionner sur la requéte :
Rat bite fever
|Incubation de 21 jours‘

=  Mycobactéries
Tuberculose, mycobactéries
atypiques.

ISOLATOR™ 1.5 ou 10*

Mentionner sur la requéte :
Recherche de mycobactéries

=  Champignons dimorphes
(Histoplasma, Blastomyces, Coc-
cidioidomyces, Paracoccidioido-
myces)

ISOLATOR™ 10*

Mentionner sur la requéte :
Recherche de champignons di-
morphes

= Legionella

ISOLATOR™ 1.5 ou 10*

Mentionner sur la requéte :
Recherche de Legionella

* ISOLATOR™ 1.5 : patients < 11ans

ISOLATOR™IQ : patients 11

ans et plus, Bartonella

Préparé par : Vérifié par : Approuvé par :
C. Laferri¢re, M.D. C. Bergeron, M.D. C. Laferri¢ére, M.D.
F. Rallu, Ph. D. J. Ethier, coordonnatrice
M. Saint-Jean, M.D. C. Scrivo, coordonnatrice
C. Lavallée, coordonnatrice
A. Canuel, infirmiére

Date d’entrée en vigueur :
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Tableau Il : VOLUME SANGUIN EN FONCTION DE L’AGE DU PATIENT

Les bouteilles VersaTrek acceptent un volume maximal de 5 ml.

Le volume de sang est la variable la plus importante dans la détection de la bactériémie. Prélever le
maximum de sang possible optimise la sensibilit¢ de I’hémoculture.

BOUTEILLE OU TUBE

MILIEU

VOLUME SANGUIN MINIMAL PAR BOUTEILLE *

Aérobique
(bouchon violet)

Aérobique

Nouveau-nés
<2,5kg:1ml
>25kg:1a2ml
I moisa2ans:2a3ml
2al0ans:3a5ml
> 10 ans :
Dans les cas suivants, faire 2 bouteilles avec
5 ml par bouteille : endocardite, fievre d’origine indé-
terminée, champignons ou autres cas jugés critiques.
Dans tous les autres cas, fairel bouteille avec 5 ml.

Anaérobique
(bouchon rouge)

Anaérobique

Nouveau-nés
<2,5kg:1ml
>25kg:1a2ml
I moisa2ans:2a3ml
2al0ans:3a5ml
> 10 ans :
Dans les cas suivants, faire 2 bouteilles avec
5 ml par bouteille : endocardite, fievre d’origine indé-
terminée, champignons ou autres cas jugés critiques.
Dans tous les autres cas, fairel bouteille avec 5 ml.

ISOLATOR™ 1.5
(patients < 11ans)

ISOLATOR™1(
(patients 11 ans et plus,
Bartonella)

ISOLATOR™ 1.5 : 1,5 ml

ISOLATOR™ 10 : 10 ml

*  Eviter un remplissage inadéquat (volume trop élevé ou trop faible).
Mentionner le volume prélevé sur la requéte si le volume est inférieur ou supérieur au volume

recommandé.

Préparé par :

C. Laferri¢re, M.D.
F. Rallu, Ph. D.

M. Saint-Jean, M.D.

Vérifié par :

C. Bergeron, M.D.

Approuvé par :
C. Laferri¢ére, M.D.

Date d’entrée en vigueur :
2007-11-27
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C. Scrivo, coordonnatrice
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Tableau 111 : INOCULATION DES LIQUIDES BIOLOGIQUES NORMALEMENT STERILES

Dans les cas de prélévements de liquides biologiques normalement stériles, les deux options suivantes

sont possibles :

1. Les liquides biologiques normalement stériles peuvent étre acheminés au laboratoire de bactériolo-

gie dans une seringue ou un contenant stérile bien vissé.

2. Une partie peut étre inoculée dans une bouteille d'hémoculture. Dans ces cas :

—  Le volume optimal est inoculé directement dans une bouteille d'hémoculture au chevet du ma-
lade selon les mémes recommandations que celles des hémocultures.

—  Le volume restant de 1'échantillon est acheminé dans un contenant stérile hermétique bien vis-
sé ou dans une seringue pour coloration de Gram en stat et cultures selon les spécifications de
la prescription médicale, comme pour les hémocultures.

—  Tous les liquides seront incubés 10 jours, sauf les greffons de GMO qui seront incubés 21

jours.
Echantillon Volume disponible |Bouteille volume a inoculer
1a4ml Aérobique (bouchon violet) : 1a4ml
Liquide amnioti- Aérobique (bouchon violet) : 2a5ml
que >4 ml +
Anaérobique (bouchon rouge) : 23a5ml
. ) . las5Sml 1 bouteille aé¢robique (bouchon violet) : las5ml
Liquide articulaire - — -
>5ml 2 bouteilles aérobiques (bouchon violet) : 3 a5 ml
l1a4ml Aérobique (bouchon violet) : 1a4ml
Liquide d'ascite Aérobique (bouchon violet) : 2a5ml
>4 ml +
Anaérobique (bouchon rouge) : 2a5ml
l1a4ml Aérobique (bouchon violet) : la4ml
Aérobique (bouchon violet) : 2a5ml
Liquides pleural et +
péricardique >4 ml Anaérobique (bouchon rouge) : 2a5ml
N. B. : ISOLATOR™ 10 sur demande de I'infectio-
logue
Greffon de GMO la5Sml Aérobique (bouchon violet) : lasSml

Le médecin requérant sera consulté pour prioriser les demandes lorsque le volume disponible est
inférieur aux volumes optimaux pour les tests requis.

Préparé par :

C. Laferri¢re, M.D.
F. Rallu, Ph. D.

M. Saint-Jean, M.D.

Vérifié par :
C. Bergeron, M.D.
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C. Laferri¢ére, M.D.

Date d’entrée en vigueur :
2007-11-27
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