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GLOSSAIRE 

 

 

AHU : Assistante Hospitalo-Universitaire 

AMP : Assistance Médicale à la Procréation 

AP-HP : Assistance Publique – Hôpitaux de Paris 

BDR : Biologie de la Reproduction 

CIQ : Contrôle Interne de Qualité 

COFRAC : COmité FRançais d’ACcréditation 

CV : Coefficient de Variation 

DU : Diplôme Universitaire 

EEQ : Evaluation Externe de la Qualité 

ET : Ecart-Type 

GH : Groupe Hospitalier 

GTA : Guide Technique d’Accréditation 

HPST : Hôpital, Patients, Santé et Territoires 

HUPNVS : Hôpitaux Universitaires Paris Nord-Val de Seine 

ISO : International Organization for Standardization (organisation internationale de 

normalisation) 

LBM : Laboratoire de Biologie Médicale 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PUI : Pharmacie à Usage Interne 

RAQ : Responsable Assurance Qualité 

UF : Unité Fonctionnelle 

WHO : World Health Organization 

§ : paragraphe 
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1. INTRODUCTION 

 
 

1.1. Présentation de la structure 
 

1.1.1. Le Groupe Hospitalier Bichat-Claude Bernard  

L’hôpital Bichat-Claude Bernard est un Centre Hospitalier Universitaire de 

l’Assistance Publique-Hôpitaux de Paris (AP-HP), situé dans le 18ème arrondissement 

de Paris. Il est né en 1970 de la fusion de l’hôpital Bichat (ouvert en 1882) et de 

l’hôpital Claude Bernard (ouvert en 1905).  

Doté d’environ 1000 lits, il assure à la fois une prise en charge de proximité, 

avec l’un des plus importants services d’accueil des Urgences en médecine et en 

chirurgie de l’agglomération parisienne, et une prise en charge spécialisée et de 

référence dans la plupart des disciplines médicales et chirurgicales. 

Son territoire de santé couvre les 17ème, 18ème et 19ème arrondissements ainsi 

que la commune de Saint-Ouen. 

L’hôpital Bichat-Claude Bernard est également universitaire, conventionné 

avec l’université Paris VII Diderot. Il accueille 9 unités INSERM et dispose d’un pôle 

de recherche clinique et de santé publique.  

Depuis janvier 2011, parmi les 13 groupes de l’AP-HP, l’hôpital Bichat-Claude 

Bernard fait partie du groupe « Hôpitaux Universitaires Paris Nord - Val de Seine » 

(HUPNVS).  

Ce dernier comprend 5 sites : 

- l’hôpital Bichat - Claude Bernard 

- l’hôpital Beaujon 

- l’hôpital Bretonneau 

- l’hôpital Louis Mourier 

- l’hôpital Charles Richet. 
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1.1.2. Le pôle Biologie 

 
Le pôle Biologie est un des 15 pôles créés au sein des HUPNVS. 

 
Biologie - 
Pharmacie 
à Usage 
Interne 
(PUI) 
 

Imagerie-
Pathologie 
 

Digestif 
 

Cœur-
Vaisseaux 
 

Thorax-
Vaisseaux 
 

Santé 
publique, 
Recherche 
clinique, 
Information 
médicale 
 

Gériatrie Adulte 
proximité 
 

Addictologie-Gériatrie-
Pédopsychiatrie-
Psychiatrie-Médecine 
Physique et de 
Réadaptation (AGAPPP) 
 

Femme-
Enfant 
 

Urologie-
Gynécologie-
Obstétrique 
 

Maladies 
systémiques 
et 
Cancérologie 
 

Tête-Cou-
Orthopédie-
Rachis 
 

Infectieux 
 

Urgence- 
Réanimation- 
Anesthésie 

Tableau 1 : Les 15 pôles des HUPNVS 

 
 

Le Laboratoire de Biologie Médicale (LBM) des HUPNVS est constitué des 

fonctionnelles (UF) des différents groupes hospitaliers (GH), réunies en une même 

entité. Le LBM est donc un laboratoire multisite, comprenant 3 sites (Bichat, 

Beaujon et Louis Mourier) (cf Annexe I). 

 
L’UF de Biologie de la Reproduction de Bichat, dirigée par le Professeur 

Catherine Patrat, fait partie du pôle Biologie-PUI des HUPNVS. 

 
 

 

1.2. Politique qualité et avancement dans la démarche d’accréditation 
 

1.2.1. La politique qualité des HUPNVS 

 

Les HUPNVS développent et mettent en œuvre une politique qualité au sein 

des 5 sites, ayant pour objet d’améliorer la prise en charge des usagers et d’être à 

leur écoute afin de mieux répondre à leurs demandes. 

 

Tous les 4 ans, des axes d’amélioration sont décidés par la direction des 

HUPNVS, encadrés par la directrice qualité et mis en œuvre par les équipes sur le 

terrain. 
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1.2.2. L’Accréditation 

 

Après la publication de la loi HPST (Hôpital, Patients, Santé et Territoires) le 

21 juillet 2009, l’ordonnance d’application du 13 janvier 2010 relative à la réforme de 

la biologie médicale en France rend obligatoire l’accréditation des laboratoires de 

biologie médicale (LBM) publics et privés selon la norme internationale NF EN ISO 

15189 (dernière version parue en décembre 2012 mais version 2007 toujours en 

vigueur jusqu’en 2015) « Laboratoires de biologie médicale – Exigences concernant 

la qualité et la compétence » [1]. Cette accréditation est délivrée par le COmité 

FRançais d’ACcréditation (COFRAC). Pour l’obtenir, les laboratoires doivent 

respecter les exigences de la norme NF EN ISO 15189. 

 

Les LBM, publics et privés, doivent être accrédités au 1er novembre 2020 sur 

la totalité de leurs activités (50% en 2016 et 100% en 2020). Au 1er novembre 2013, 

ils doivent fournir la preuve d’engagement dans la démarche d’accréditation. 

 

C’est ainsi que le pôle Biologie des HUPNVS, accompagné de la direction 

qualité, a entrepris une démarche d’accréditation (cf Annexe II et III). 

 
 

1.2.3. L’avancement vers l’accréditation en Biologie de la Reproduction 

Afin de prouver son entrée effective dans la démarche d’accréditation, le LBM 

des HUPNVS a déposé auprès du COFRAC une demande d’accréditation partielle 

en octobre 2012 (voie A).  

Le service de Biologie de la Reproduction (BDR) participe à la mise en œuvre 

de la démarche d’accréditation (cf Annexe IV). Une partie des activités techniques de 

spermiologie a été choisie comme portée partielle d’accréditation du GH HUPNVS. 

Un dossier de validation de méthodes a d’ailleurs été remis en avril 2013. 

Pharmacien biologiste spécialisée en Assistance Médicale à la Procréation 

(AMP), je suis actuellement Assistante Hospitalo-Universitaire (AHU) dans le service 

de Biologie de la Reproduction. 
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Depuis le 1er novembre 2012, je suis également le Responsable Assurance Qualité 

du service (RAQ). A ce titre, d’une part je pilote le processus d’accréditation en BDR, 

et d’autre part je dynamise l’application du système de management de la qualité au 

sein de mon service. C’est dans cette optique que j’effectue le Diplôme Universitaire 

« Assurance Qualité au Laboratoire de Biologie Médicale » cette année qui contribue 

à valider mes compétences en tant que RAQ. 

 

1.3. Validation d’une méthode quantitative de portée A 
 

1.3.1. Information normative 

 
Les exigences organisationnelles et techniques pour la réalisation d’examens 

de biologie médicale sont mentionnées dans le document SH REF 02 [2]. Celui-ci 

précise et complète les dispositions législatives et réglementaires applicables 

relatives à la qualité des pratiques en biologie médicale ainsi que les exigences 

normatives du COFRAC.  

 

Les types de portée d’accréditation et leurs modalités d’évaluation par le 

COFRAC pour les examens de biologie médicale sont présentés dans le document 

SH REF 08 [3]. 

 

Dans la norme NF EN ISO 15189, la validation est abordée aux paragraphes 

5.3 et 5.5. : 

- § 5.3.1.2 : « Le laboratoire doit vérifier, lors de l’installation et avant utilisation, que le 

matériel est capable d'atteindre la performance nécessaire et qu'il est conforme aux 

exigences relatives aux examens concernés. Cette exigence s’applique au matériel utilisé 

dans le laboratoire, au matériel prêté ou au matériel utilisé dans des locaux associés ou 

mobiles par des tiers autorisés par le laboratoire. » 

- § 5.5.1.1 : « Le laboratoire doit sélectionner les procédures analytiques qui ont été validées 

pour leur utilisation prévue.» 

- § 5.5.1.2 : « Les procédures d’examen validées utilisées sans modification doivent faire 

l’objet d’une vérification indépendante par le laboratoire avant d’être utilisées 

régulièrement. » ; « La vérification indépendante menée par le laboratoire doit confirmer, par 

l’obtention de preuves tangibles (sous la forme de caractéristiques de performances), que 
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les performances annoncées pour la procédure analytique ont été satisfaites. Les 

performances annoncées pour la procédure analytique confirmées pendant le processus de 

vérification doivent être appropriées à l’utilisation prévue des résultats d’examen. Le 

laboratoire doit documenter la procédure utilisée pour la vérification et enregistrer les 

résultats obtenus.» 

- § 5.5.1.3 : «Le laboratoire doit valider les procédures analytiques déduites des sources 

suivantes :a) les méthodes non normalisées ;b) les méthodes conçues ou développées par 

le laboratoire ;c) les méthodes normalisées utilisées en dehors de leur domaine d’application 

prévu ;d) les méthodes validées, puis modifiées. La validation doit être aussi étendue que 

nécessaire et confirmer, par des preuves tangibles (sous la forme de caractéristiques de 

performances), que les exigences spécifiques pour l’utilisation prévue de l’examen ont été 

satisfaites. Le laboratoire doit documenter la procédure utilisée pour la validation et 

enregistrer les résultats obtenus. »  

 

Le guide technique SH GTA 04 [4] explicite les exigences des paragraphes 

5.3 et 5.5 de la norme NF EN ISO 15189 concernant la vérification sur 

site/validation des méthodes en biologie médicale, en se fondant sur les bonnes 

pratiques dans ce domaine et les performances communément observées et 

acceptées (état de l'art).  

 

Le LBM doit démontrer que les dispositions prises permettent de satisfaire les 

exigences de la norme. 

 

1.3.2. Intérêts et objectifs de l’étude 

 

Afin de réaliser la vérification/validation de ses méthodes, le LBM analyse et 

définit pour chaque examen la nature des opérations à mettre en œuvre en fonction : 

 

- du type de flexibilité : 

 Méthode « fournisseur » (portée flexible standard A), dite adoptée, avec 

uniquement une vérification de performances sur site, 

 Méthode adaptée ou développée en interne (portée flexible étendue B), avec 

une validation de méthode. 

 

- du type de méthode (quantitatif ou qualitatif). 
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D’autre part, pour respecter les exigences de la norme NF EN ISO 15189, le 

LBM des HUPNVS a rédigé une procédure de vérification/validation d’une méthode 

décrivant sa démarche et les données expérimentales établies sur site dans le cas 

d'une portée de type A et/ou de type B. 

L'adoption de portées de type flexible s'accompagne d'une procédure de "gestion de 

la portée flexible" listant l'ensemble des opérations à réaliser pour maîtriser le 

processus lors d'un changement de méthode ou de réactif ne faisant pas intervenir 

de compétence nouvelle. 

 

Ainsi, en BDR, étant donné que la Spermiologie a été choisie comme portée 

partielle d’accréditation, j’ai pris en charge en particulier de valider le volume d’un 

éjaculat, en m’appuyant sur le document SH GTA 04 [4], la procédure du LBM des 

HUPNVS et sur la fiche-type SH FORM 43 [5]. 

 

Il s’agit d’une méthode quantitative puisque qu’elle fournit un résultat chiffré en 

relation directe avec une quantité. 

 

Elle dépend de la portée flexible standard A car il s’agit d’une méthode reconnue 

(méthode de référence). Conformément au document SH REF 08 [8], une méthode 

reconnue est a priori validée dans son domaine d'application. Selon l’exigence de la 

norme NF EN ISO 15189 (§ 5.5.1.2), le LBM doit s’assurer que « Les performances 

annoncées pour la procédure analytique » sont « appropriées à l’utilisation prévue 

des résultats d’examen. » et qu'elles sont « satisfaites » « par l’obtention de preuves 

tangibles (sous la forme de caractéristiques de performances) »   

 

Nous avons alors effectué une vérification sur site des performances de la 

méthode de façon à confirmer la validité des résultats. 

 

1.3.3. Déroulement de l’étude 

 

La vérification d'une méthode comprend une phase initiale, avant sa mise en 

œuvre effective en routine, et une phase de vérification continue et de confirmation 

des performances, dans le cadre du fonctionnement normal et quotidien du 

laboratoire. 
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Notre étude s’est attachée à la phase initiale et a consisté en différentes étapes : 

 

- évaluer en détail le contexte de la méthode (présentation de l’intérêt clinique, du 

principe de la méthode, du matériel, du mode opératoire) en nous appuyant sur une 

étude de documents bibliographiques 

 

- élaborer le protocole de validation en déterminant les critères de performance à 

évaluer (en justifiant ceux à vérifier et ceux qui ne sont pas jugés nécessaires) et les 

limites acceptables 

 

- définir le plan expérimental et réaliser les vérifications expérimentales 

 

- exploiter et analyser les résultats (traitement statistique des données obtenues) 

 

- effectuer le rapport de validation/vérification (conclusion et décision quant à la 

validation opérationnelle de la technique) 

 

 

1.3.4. Problématique et limites de l’étude 

 

L'évaluation au laboratoire consiste à vérifier que les performances annoncées 

par les fournisseurs sont satisfaites dans les conditions réelles d'utilisation au 

laboratoire. 

 

Au cours de notre vérification de méthode quantitative de portée A appliquée à 

la mesure du volume de sperme, nous avons été confrontés à une difficulté. En effet, 

en l’absence de données bibliographiques relatives aux critères de performance, les 

limites d’acceptabilité ont été choisies en fonction de la pertinence clinique.  
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2. METHODOLOGIE 

 
 
2.1. Contexte de la méthode 
 

Deux sources bibliographiques décrivent la méthode de référence de la 

mesure du volume de l’éjaculat : les recommandations de l’OMS [6] et le cahier 

Bioforma [7]. Nous nous sommes donc appuyés sur ces documents dans notre étude. 

 

2.1.1. Intérêt clinique 

 
L’évaluation du volume du sperme, caractéristique physique de l’éjaculat, 

permet d’apprécier une partie du caractère fertile du sperme et fournit des 

informations indirectes sur l’état de la voie génitale masculine et des glandes 

associées. C’est en effet le premier paramètre évalué lors du spermogramme, ce 

dernier étant l’examen de première intention au cours du bilan masculin d’infertilité. 

 

Dans la 5ème Edition OMS [6], la valeur de référence de la limite inférieure du 

volume spermatique est de 1,5 ml (5ème percentile, intervalle de confiance 95%, 1,4 -1,7). 

 
La mesure précise du volume est essentielle lorsqu’on évalue le sperme, 

parce que cela permet notamment de calculer le nombre total de spermatozoïdes et 

de cellules rondes dans l’éjaculat. 

 

Le volume d’un éjaculat reflète l’équilibre des sécrétions des différentes 

glandes annexes de l’appareil génital masculin, principalement des vésicules 

séminales (60%) et de la prostate (30%) et de façon moindre par les épididymes et 

les glandes bulbo-urétrales [6]. En effet, ces sécrétions constituent le liquide séminal 

auquel viennent s’additionner les spermatozoïdes au moment de l’éjaculation. 

 

Le volume de l’éjaculat peut être influencé par des facteurs non 

pathologiques :  

- le non-respect du délai d’abstinence sexuelle (temps depuis la dernière éjaculation) 

- la perte d’une fraction de l’éjaculat lors du recueil. 
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Une mesure précise du volume revêt un caractère important pour le 

diagnostic. 

Une hypospermie (volume d’éjaculat strictement inférieur à 1,5 ml) peut 

correspondre à plusieurs situations indépendantes et se doit d’être explorée après 

avoir été confirmée sur plusieurs recueils. Elle peut traduire une atteinte des voies 

excrétrices et/ou des glandes participant à l’élaboration du sperme (vésicules 

séminales, prostate, anse épididymo-déférentielle…) : obstruction des canaux 

éjaculateurs, absence congénitale bilatérale des canaux déférents [8, 9, 10, 11], 

dysgénésie des vésicules séminales, obstruction d’origine infectieuse.  

- un hypogonadisme (caractérisé par un déficit androgénique), l’activité sécrétoire de 

la prostate et des vésicules séminales étant en partie androgéno-dépendante [12] : 

 dysfonctionnement sécrétoire des glandes annexes de l’appareil génital 

mâle (vésicules séminales, prostate, épididyme) 

 dysfonctionnement de l’innervation cholinergique et adrénergique des 

parois du tractus (qui intervient également dans la régulation des 

activités sécrétoires et dans la proportion respective des différentes 

sécrétions dans la composition du liquide séminal) 

 

- une éjaculation rétrograde (reflétée par un volume très faible de manière répétée) 

 

Le volume et la composition du liquide séminal sont altérés dans tout 

processus inflammatoire de l’appareil génital qui provoque en général une 

hyperspermie (volume très important). 

 

Il faut cependant prendre soin, au moment de l’interprétation, d’éliminer les 

biais pouvant expliquer une hypospermie : une perte d’une fraction de l’éjaculat lors 

du recueil (recueil incomplet de sperme) ou un délai d’abstinence sexuelle trop court 

(< 2 jours). De plus, le volume du sperme diminue progressivement avec l'âge (sans 

altération des autres paramètres).  

Par ailleurs, il existe des variabilités intra-individuelles (stress, tabac, sport…) et 

inter-individuelles (photopériode, saison…). 
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2.1.2. Principe de la mesure du volume de sperme éjaculé 

 

Selon les dernières recommandations de l’OMS [6], le volume de l’éjaculat est 

soit déterminé en utilisant une pipette graduée (mesure faite à 0,1 ml près) soit 

estimé par pesée (balance à deux décimales). Dans les deux cas, il s’agit d’une 

méthode manuelle. 

 

La mesure du volume est préférentiellement recommandée par calcul à partir 

de la méthode par pesée du flacon contenant l’éjaculat plutôt que par la méthode 

d’aspiration de l’éjaculat directement à l’aide d’une pipette graduée. En effet, d’une 

part la pipette graduée ne permet pas d’aspirer réellement tout l’éjaculat, et d’autre 

part la viscosité d’un échantillon amène à mesurer le volume par défaut. Ainsi, le 

volume peut être sous-estimé de 0,3 à 0,9 ml si on utilise une pipette graduée [13, 14, 

15]. 

 

L’intérêt principal de la pesée est donc de disposer de données plus précises, 

essentiellement lorsqu’il s’agit d’échantillons visqueux. Il est admis que la densité du 

sperme est voisine de 1 g/ml puisque, selon les études, elle varie entre 1,043 et 

1,102 g/ml [13, 15, 16]. 

 
 
 

2.1.3. Méthode de la mesure du volume de sperme au laboratoire de BDR 

 

Le volume est pesé directement sur une balance de précision en suivant une 

méthodologie rigoureuse (cf Annexe V) : 

 

- pré-peser le réceptacle à vide 

- peser le réceptacle contenant l’éjaculat (après liquéfaction du sperme) 

- calculer le volume (en estimant que la densité du sperme est de 1g/ml) :  

Volume (ml) = poids du réceptacle avec éjaculat (g) – poids du réceptacle vide (g) 
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2.1.4. Matériel 

 
- Réceptacle ionisé stérile de 100 ml à usage unique et qui se ferme hermétiquement 

(marque JCD) n° lot 461658 (date limite d’utilisation juin 2015) 

 

- Balance de précision (instrument de pesage à fonctionnement non automatique) 

(marque OHAUS) Pioneer (n° série 8732513594) étalonnée le 31/10/12 par un 

organisme expert en métrologie et accrédité COFRAC et exclusivement dédiée à la 

pesée des flacons de recueil de sperme. 

 
 
 
2.2. Protocole de vérification de la mesure du volume de l’éjaculat et évaluation 

expérimentale des performances 

 

La vérification de la méthode a été réalisée par trois opérateurs du laboratoire 

habilités pour les actes techniques de spermiologie : le technicien référent qualité, un 

interne en biologie médicale et moi-même. 

 

Pour évaluer les performances de notre technique de mesure du volume du 

sperme par pesée, nous avons étudié les différents paramètres nécessaires à la 

vérification d’une méthode quantitative de portée A déterminés par le SH GTA 04 [4] 

et conformément à la procédure générale du LBM. 

 

Néanmoins, nous avons été confrontés à une difficulté dans notre démarche. 

En effet, notre choix des critères de performance n’a pu s’appuyer ni sur des 

recommandations de sociétés savantes, de consensus ou de publications 

scientifiques, ni sur des comparaisons inter-laboratoire car il n’en existe pas. De ce 

fait, notre choix s’est effectué en tenant compte de la pertinence clinique. 
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2.2.1. Fidélité 

 
 

La fidélité (ou précision) est appréciée par l’étude de la répétabilité et de la 

reproductibilité intra-laboratoire. Elle exprime l’étroitesse de l’accord entre des 

mesures répétées du même échantillon dans des conditions précisées. Elle est 

évaluée en fonction de la dispersion des résultats par rapport à la moyenne, cette 

dispersion étant représentée par l’écart-type (ET) et le coefficient de variation (CV). 

 

 

2.2.1.1. Evaluation de la répétabilité 

 

Principe : 

En pratique, l'essai de répétabilité consiste à effectuer l'analyse d'un même 

échantillon de sperme dans les mêmes conditions standardisées. 

 

Vérification sur site :   

Les essais ont été effectués en suivant le mode opératoire (cf Annexe V).  

Les conditions du test ont été identiques pour toutes les mesures : même jour, même 

horaire, même opérateur, même lot de réceptacles, même balance de précision. 

 

Pour évaluer la répétabilité de la méthode, nous avons choisi 3 niveaux de volume 

de sperme : volume faible, volume moyen et volume élevé.  

 

Pour chaque niveau, le volume a été mesuré 30 fois de suite. 
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Les résultats rangés dans un tableau Excell ont permis de calculer les moyenne, ET 

et CV de répétabilité pour les 30 valeurs (cf Annexe VI). 

 
 

Echantillons 
Nombre 

(N) 
Moyenne 

Ecart-
type 

CV 

(%) 

CV (%) 
fournisseur 

CV (%) limite 
(hors 

fournisseurs) 
Conclusion 

 
Niveau 1 

 
30 0,44 0,004 0,86 . . conforme 

 
Niveau 2 

 
30 3,10 0,005 0,16 . . conforme 

 
Niveau 3 

 
30 7,52 0,005 0,06 . . conforme 

 

Les CV de la répétabilité sont acceptables par rapport à la pertinence clinique que 

représente le volume dans un éjaculat. 

 

Conclusion : Méthode répétable 

 
 
 

2.2.1.2. Evaluation de la fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) 

 
Principe : 

Il s’agit d’un critère important étant donné que c’est une composante majeure de 

l’incertitude de mesure (l’écart-type de la reproductibilité sera repris pour l’estimation 

de l’incertitude). 

Cette évaluation permet de connaître la variabilité analytique d’une méthode. 

L’objectif est de prendre en compte tous les facteurs d’influence, sources de 

dispersions aléatoires : balance, réceptacle, opérateur, température, etc. En effet, 

ces facteurs peuvent être des données variables, correspondant à une activité 

normale du laboratoire.  

 

La reproductibilité se mesure sur une période longue. La période de 2 semaines 

nous a permis d’évaluer ce critère de performance, mais il faudrait une période 

encore plus longue pour l’établir vraiment (plusieurs mois). 

En pratique, l’essai de reproductibilité consiste à effectuer l’analyse d’un même 

échantillon dans des conditions différentes. 
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Vérification sur site :   

Les essais ont été effectués en suivant le mode opératoire (cf Annexe V). 

Les conditions du test ont été les suivantes : même balance de précision, même lot 

de réceptacle, opérateurs différents. 

 

Pour évaluer la reproductibilité de la méthode, nous avons choisi 2 niveaux de 

volume (< 1.5 ml et > 1.5 ml) (2 réceptacles contenant un éjaculat). 

 

Pour chaque sperme, le volume a été mesuré deux fois par jour pendant 15 jours 

consécutifs, par trois opérateurs différents. 

 

Les résultats rangés dans un tableau Excell ont permis de calculer les moyenne, ET 

et CV de reproductibilité pour les 30 valeurs (cf Annexe VII). 

 

Echantillons 
Nombre 

(N) 
Moyenne 

Ecart-
type 

CV (%) 
CV (%) 

fournisseur 

CV (%) limite 
(hors 

fournisseurs) 
Conclusion 

 
Niveau 1 

 
30 0.89 0,002 0.28 . . conforme 

 
Niveau 2 

 
30 3.35 0,006 0.19 . . conforme 

 

Les CV de la fidélité intermédiaire sont acceptables par rapport à la pertinence 

clinique que représente le volume dans un éjaculat. 

 

Conclusions : Méthode reproductible 

 
 

2.2.2. Approche de la justesse 

 
Principe :  

L’essai de justesse a pour objectif d’évaluer le biais de la méthode. En théorie, le 

résultat du dosage d’un échantillon biologique de contrôle devrait être analysé en 

parallèle avec celui obtenu par la méthode de référence. Il est possible d’effectuer le 

test de justesse en utilisant la moyenne des résultats des différents laboratoires 

participant à un programme d’Evaluation Externe de la Qualité (EEQ), considérée 
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alors comme « valeur vraie » à défaut d’utiliser le résultat obtenu par une méthode 

de référence.  

Concernant la mesure du volume du sperme, la pesée est considérée comme 

la méthode de référence [6]. 

 

La justesse est évaluée par le biais estimé en comparant la moyenne (m) obtenue 

lors de l’étude de la fidélité intermédiaire des groupes de pair à la valeur cible 

assimilée à la valeur vraie (v). 

 

Vérification sur site : 

L’évaluation de la justesse n’a pu être appliquée car nous ne disposons pas de CIQ 

externalisés ni d’EEQ afin de comparer notre valeur du volume obtenue de notre 

laboratoire à la valeur cible de l’essai inter-laboratoire. 

 

De plus, il s’agit d’une méthode de pesée et donc dépendante de la métrologie : la 

justesse correspond en fait à celle de la balance de précision et l’opérateur 

n’intervient que très peu comme l’a montré l’évaluation de la fidélité intermédiaire. 

 
 

2.2.3. Estimation de l’incertitude de mesure 

 
L’estimation de l’incertitude de mesure sur les résultats est une exigence de la 

norme NF EN ISO 15189 (§ 5.5.1.4) :  

 

« Le laboratoire doit déterminer l'incertitude de mesure de chaque procédure de mesure 

dans la phase analytique utilisée… » ; « …doit définir les exigences de performances pour 

l’incertitude de mesure de chaque procédure de mesure, et régulièrement examiner les 

estimations d’incertitude de mesure. 

Note 1 : Les composantes d’incertitude de mesure sont celles associées au processus de 

mesure réel, depuis la présentation de l’échantillon à la procédure de mesure jusqu’à 

l’obtention de la valeur mesurée. 

Note 2 : Les incertitudes de mesure peuvent être calculées à l’aide de grandeurs obtenues 

par la mesure de matériaux de contrôle dans les conditions de fidélité intermédiaire 

comprenant autant de modifications communes que raisonnablement possible dans le 

déroulement normalisé d’une procédure de mesure (par exemple modifications des lots de 
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réactifs et d’agents d’étalonnage, différents opérateurs, maintenance planifiée des 

instruments). » 

 

« Le laboratoire doit tenir compte de l’incertitude de mesure lors de l’interprétation des 

grandeurs mesurées. » 

 

 

 

Cette étape comprend à la fois l’étude de risques (consistant à lister les 

paramètres d’influence et les moyens de maîtrise associés) et l’estimation de 

l’incertitude sur les résultats d’analyses. 

 

Nous avons effectué l’étude de l’incertitude en tenant compte des différents 

facteurs d’influence. Pour cela, nous avons utilisé le diagramme des 5 M : Matières, 

Matériel, Main d’œuvre, Milieu, Méthodes. 

 

La réalisation du diagramme d’Ishikawa repose sur 5 éléments (6 si on tient 

compte du Management) permettant d’identifier les principaux facteurs d’influence 

susceptibles d’introduire une variation significative sur le résultat. 

 

 

 

 

 

Schéma 1 : Diagramme d’Ishikawa 

 

 

 

 

 

 

Résultat 
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 Analyse de risques 

 

MAITRISE DES RISQUES 

Données d'entrée Points critiques à maîtriser Modalités de maîtrise 

 

MATIERE :  

Sperme éjaculé 

 

Type d'échantillon 

primaire (urine, sang,…) 

Type de récipient (tubes, 

…) 

Additifs 

 

- Modalités de recueil (phase 

pré-analytique) du sperme 

éjaculé 

 

- Réceptacle de recueil adapté et 

intègre, à usage unique et fermé 

hermétiquement par un bouchon  

 

- Modes opératoires  

« Accueil au laboratoire de BDR » 

« Installation en vue de prélèvement 

de sperme » 

 

- Respect des conditions de 

prélèvement (affichage et explication 

orale) 

 

- Exigence fournisseur flacon de 

recueil de sperme 

 

- Date de péremption flacon de 

recueil 

 

MATERIEL 

Prétraitement de 

l'échantillon 

(centrifugation, dilution, 

…) 

Equipements : 

Exigences 

métrologiques  (définir 

les paramètres critiques) 

Exigences informatiques 

spécifiques 

 

- Incubation (liquéfaction de 

l’éjaculat) 

 

- Homogénéisation du sperme 

 

 

 

- Etuve à 35°C ± 2°C 

 

 

 

 

 

 

- Respect du temps de liquéfaction 

(au moins 30 minutes et moins d’1 

heure) et de la température de 

l’étuve (35°C +/- 2°C) 

 

- Respect de la procédure en cas 

de sperme non liquéfié au bout 

d’une heure 

 

- Surveillance métrologique de la 

température de l’étuve 

 

- Contrat de maintenance étuve 
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MAITRISE DES RISQUES 

Données d'entrée Points critiques à maîtriser Modalités de maîtrise 

 

- Balance de précision 

 

 

- Surveillance métrologique de la 

balance : étalonnage annuel par un 

organisme accrédité COFRAC 

 

- Respect des préconisations de 

l’utilisation de la balance 

(stabilisation de la tare) 

 

MAIN D’OEUVRE 

(habilitation du 

personnel) : Préciser les 

références des 

procédures et 

enregistrements. 

 

- Personnel habilité (technicien, 

biologiste, interne) en secteur 

spermiologie, niveau 1 

 

 

- Procédure « Habilitation du 

personnel de laboratoire » 

 

- Fiches de formation, d’habilitation 

et de maintien de compétences 

(technicien, biologiste, interne) 

 

MILIEU 

Conditions ambiantes 

requises (ex : 

température, 

organisation des locaux, 

éclairage,…) : 

 

- Local de travail dédié à la 

spermiologie pour éviter une 

activité intense et des 

mouvements d’air 

- Balance à l’abri des courants 

d’air, des rayons du soleil, des 

vibrations, réservée à la 

spermiologie 

 

- Paillasse à proximité des salles 

de recueil 

 

- Protection adaptée pour la 

balance, sur un plan de travail 

stable 

 

METHODES 

 

- Mesure du volume de l’éjaculat 

 

- Manuel de l’OMS 2010 

 

- Mode opératoire « Mesure du 

volume de l’éjaculat » 
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 Calcul de l’incertitude 

 

Le document SH GTA 14 apporte des précisions sur les incertitudes de mesures 

en biologie médicale [17]. 

 

Principe : 

Le calcul d'incertitude de mesure permet d'évaluer les erreurs se produisant lors de 

mesures liées à la vérification d'une relation entre différentes grandeurs physiques. 

Les instruments de mesure n'étant pas de précision infinie, les mesures faites 

pendant une expérience ne sont pas exactes. Il faut donc évaluer ces incertitudes.  

 

Pour évaluer l'incertitude de mesure, il convient de retenir comme principales 

composantes : 

- l'incertitude liée à l'étalonnage 

- l'incertitude liée à la méthode de mesure 

- l'incertitude liée à d'autres facteurs (lorsque cela est nécessaire) 

 

Le calcul de l’incertitude (U résultat) correspond alors a : 

U résultat = √ (U2 étalonnage + U2 méthode+ U2 divers) 

 

Bien que ce paramètre ne soit pas considéré comme pertinent dans notre vérification 

de méthode, nous avons choisi d’essayer d’estimer l’incertitude de mesure. 

 

Celle-ci est exprimée sous forme d'incertitude élargie, en utilisant un facteur 

d'élargissement k (k=2 étant conseillé pour un intervalle de confiance de 95 %). 

 

L’incertitude sur la valeur assignée à la balance (étalonnage de la balance) nous a 

été transmise par le fournisseur de la balance. Il s’agit de l’incertitude élargie 

correspondant aux 2 niveaux de pesée :  

U (balance) niveau 1 (poids étalon de 1 g) = 0,0005 g 

U (balance) niveau 2 (poids étalon de 2 g) = 0,0006 g 
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L'incertitude liée à la méthode de mesure proprement dite est estimée correspondre 

à la fidélité intermédiaire (approchée par l’écart-type de reproductibilité), ce qui inclut 

les incertitudes liées aux différentes étapes de la phase analytique, soit : 

U (méthode) niveau 1 = 2 x 0,002537081 = 0,0050 g 

U (méthode) niveau 2 = 2 x 0,006288102 = 0.0126  g 

 

Vérification sur site :  
 

 
INCERTITUDES  (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) : 

 

Mode de calcul (cf. SH GTA 14) :  
√ (U méthode 

2
 + U balance 

2
) = √ (ET

2
 + U balance 

2
)  

 

Quantification de l'incertitude  
(niveau 1) : 

 

0,0050 

Quantification de l'incertitude  
(niveau 2) : 

 

0,0126 

Interprétation : Incertitude négligeable 

 
 
Conclusion : Acceptable 

L’incertitude calculée pour les 2 niveaux de volume de sperme est négligeable.  

 

On constate cependant que l’opérateur a un impact plus important que la balance, 

alors qu’on s’attend a priori à observer que le risque réel se porte sur la balance elle-

même, et non pas sur l’acte technique de la pesée. Néanmoins, l’intervention de 

l’opérateur est négligeable comme le montre l’évaluation de la reproductibilité intra-

laboratoire. 

 
 

2.3. Rapport de validation d’une méthode quantitative de portée A 

 

La fiche-type SH FORM 43 reprend les principales indications concernant la 

vérification de la méthode de mesure du volume de l’éjaculat (cf Annexe VIII). 

 

La méthode a été validée le 8/02/2013. 
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3. CONCLUSION 

 
 

La méthode de mesure du volume de l’éjaculat est validée. 

 

Bien que nous ne disposons pas de références bibliographiques relatives aux 

critères de performance, nous avons pu établir un plan expérimental. Celui-ci a 

permis de conclure que les CV de répétabilité et de reproductibilité sont acceptables, 

et que les incertitudes sont cliniquement négligeables. Une étude de risques nous a 

amené à exposer précisément toutes les erreurs pouvant apparaître au cours de la 

mesure du volume de l’éjaculat et notre façon de les maîtriser. 

Alors que le manuel de l’OMS de 2010 [6] et le cahier de Bioforma [7] exigent de 

rendre un résultat de mesure du volume de l’éjaculat à 0,1 ml près, nous nous 

interrogeons encore sur la pertinence de cette précision sur le plan clinique. 

 

Cette étude a contribué également à former puis habiliter l’ensemble des 

techniciens, des internes de biologie médicale et des biologistes du service à la 

mesure du volume de l’éjaculat par la pesée. Ainsi, nous avons établi que la 

formation se réalise par l’apprentissage de l’utilisation de la balance, et l’habilitation 

et le maintien des compétences par la pesée de dix échantillons en comparaison 

avec un opérateur déjà habilité.  

 

Enfin, en prenant exemple sur cette vérification de méthode, nous avons pu 

également effectuer les vérifications des autres examens (quantitatifs et qualitatifs) 

du spermogramme (concentration des spermatozoïdes et des cellules rondes, 

mobilité, vitalité, pH, agglutination, viscosité). 
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Annexe VI 

 

ETUDE DE LA REPETABILITE 

 

Sur un temps le plus court possible 

Pesée du même sperme par le même opérateur 30 fois de suite 

3 éjaculats différents correspondants chacun à un niveau de valeurs 

    

 volume bas volume moyen volume haut 

    

Date de l'essai 06/12/2012 06/12/2012 14/12/2012 

    

Mesure 1 0,43 3,09 7,51 

Mesure 2 0,43 3,09 7,51 

Mesure 3 0,43 3,09 7,51 

Mesure 4 0,43 3,09 7,51 

Mesure 5 0,43 3,09 7,51 

Mesure 6 0,44 3,09 7,52 

Mesure 7 0,44 3,09 7,52 

Mesure 8 0,44 3,09 7,52 

Mesure 9 0,44 3,10 7,52 

Mesure 10 0,44 3,10 7,52 

Mesure 11 0,44 3,10 7,52 

Mesure 12 0,44 3,10 7,52 

Mesure 13 0,44 3,10 7,52 

Mesure 14 0,44 3,10 7,52 

Mesure 15 0,44 3,10 7,52 

Mesure 16 0,44 3,10 7,52 

Mesure 17 0,44 3,10 7,52 

Mesure 18 0,44 3,10 7,52 

Mesure 19 0,44 3,10 7,52 

Mesure 20 0,44 3,10 7,52 

Mesure 21 0,44 3,10 7,52 

Mesure 22 0,44 3,10 7,52 

Mesure 23 0,44 3,10 7,52 

Mesure 24 0,44 3,10 7,52 

Mesure 25 0,44 3,10 7,52 

Mesure 26 0,44 3,10 7,53 

Mesure 27 0,44 3,10 7,52 

Mesure 28 0,44 3,10 7,52 

Mesure 29 0,44 3,10 7,53 

Mesure 30 0,44 3,11 7,52 

    

Moyenne 0,438333333 3,097666667 7,519 

Ecart-type 0,00379049 0,005040069 0,004806605 

    

CV (%) 0,86475062 0,162705348 0,063926116 

 
    

Conclusion : CV très faible cliniquement pertinent => Méthode répétable
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Annexe VII 

 

ETUDE DE LA REPRODUCTIBILITE 

 

Pendant 2 semaines consécutives (du 16/01/2013 au 01/02/2013) 

Pesée d’un même éjaculat à 2 niveaux par 3 opérateurs différents 

Jusqu’à obtenir 30 valeurs du même éjaculat 

 

 volume < 1,5 ml volume > 1,5 ml 

   

Mesure 1 0,89 3,34 

Mesure 2 0,89 3,34 

Mesure 3 0,89 3,34 

Mesure 4 0,89 3,34 

Mesure 5 0,89 3,35 

Mesure 6 0,89 3,35 

Mesure 7 0,89 3,35 

Mesure 8 0,89 3,35 

Mesure 9 0,89 3,35 

Mesure 10 0,89 3,35 

Mesure 11 0,89 3,35 

Mesure 12 0,89 3,35 

Mesure 13 0,89 3,35 

Mesure 14 0,89 3,35 

Mesure 15 0,89 3,35 

Mesure 16 0,89 3,35 

Mesure 17 0,89 3,35 

Mesure 18 0,89 3,35 

Mesure 19 0,89 3,35 

Mesure 20 0,89 3,35 

Mesure 21 0,89 3,35 

Mesure 22 0,89 3,35 

Mesure 23 0,89 3,36 

Mesure 24 0,89 3,36 

Mesure 25 0,89 3,36 

Mesure 26 0,89 3,36 

Mesure 27 0,89 3,36 

Mesure 28 0,89 3,36 

Mesure 29 0,90 3,36 

Mesure 30 0,90 3,36 

   

Moyenne 0,890666667 3,351333333 

Ecart-type 0,002537081 0,006288102 

   

CV (%) 0,284851944 0,187629866 

 

Conclusion : CV très faible cliniquement pertinent => Méthode reproductible 
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Annexe VIII 
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RESUME   
 
 

Afin de prouver son entrée effective dans la démarche d’accréditation selon la 

norme internationale NF EN ISO 15189, le laboratoire des Hôpitaux Universitaires 

Paris Nord – Val de Seine (HUPNVS) a déposé auprès du COFRAC une demande 

d’accréditation partielle en octobre 2012 (voie A).  

Le service de Biologie de la Reproduction faisant partie du laboratoire des 

HUPNVS participe à la mise en œuvre de la démarche d’accréditation. Une partie 

des activités techniques de Spermiologie a été choisie comme portée partielle 

d’accréditation du groupe hospitalier HUPNVS et un dossier de vérification de 

méthodes a été remis en avril 2013. Ce dernier a nécessité notamment d’effectuer 

une vérification de la mesure du volume de l’éjaculat par pesée (méthode 

quantitative de portée A) dans sa phase initiale. 

Pour cela, conformément au document SH GTA 04, après la réalisation d’une 

étude bibliographique, les critères de performances de la méthode ont été évalués : 

répétabilité, fidélité intermédiaire et estimation de l’incertitude de mesure. 

Ainsi, il a été conclu que notre méthode est valide pour la mesure du volume  

de l’éjaculat et apte à être utilisée au laboratoire de Biologie de la Reproduction. 

  


