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1 Introduction

1.1 Un travail qui s’inscrit dans un projet hospitalier

1.1.1 Présentation du péle de biologie du CHU de Nantes

Le CHU de Nantes, qui s’est engagé dans une dynamique d’amélioration permanente de la
qualité et de la sécurité des soins, a été certifié des 2001 par la Haute Autorité de Santé

(HAS). L’établissement a de plus obtenu en décembre 2010 la certification V2010.

Depuis 2013, le CHU de Nantes s’est réorganisé en 11 poles hospitalo-universitaires (PHU).

Le laboratoire de biologie médicale (LBM) est regroupé au sein du PHU7.
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Il est constitué de différents services de biologie médicale qui se situent sur deux plateaux
techniques, un principal a I'H6tel-Dieu (HD) et un autre a I'hépital Guillaume et René
Laennec (HGRL). Le LBM compte environ 110 personnels médicaux et 350 personnels non

médicaux, pour une activité d’environ 3000 dossiers/ jour.

1.1.2 Avancement de 'accréditation.

Fin 2012, le LBM du CHU de Nantes est entré dans la démarche d’accréditation avec le dépot
de son dossier au COFRAC. L’audit initial a eu lieu en octobre 2013 selon le référentiel NF EN
ISO 1589 version 2007. L'audit concernait 6 familles réparties entre 4 services du LBM : la
biochimie générale et spécialisée (sites HD et HGRL), la pharmacologie, I'immunologie (auto-
immunité et allergologie) et enfin la génétique constitutionnelle et somatique, ce qui

représentait un total de 157 parameétres. Le COFRAC a relevé 16 écarts dont aucun n’était



critique. Le laboratoire a regu sa notification d’accréditation en avril pour une prise d’effet
au 1° mai 2014.

En 2014, les services engagés poursuivent leur démarche avec des extensions de portée
et/ou des ajouts d’analyses et trois nouveaux services les rejoignent: la virologie, la
bactériologie et I’hématologie qui présente a lI'accréditation '"hémogramme (numération

formule, plaquettes, avec cellules anormales et parameétres associés).

1.1.3 L'organisation de la qualité au LBM du CHU de Nantes.
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Organisation de la qualité au LBM du CHU de Nantes en 2014

1.2 Le laboratoire d’hématologie
1.2.1 Présentation

Le service est constitué de quatorze biologistes dont quatre hospitalo-universitaires (1
PUPH, 1 MCUPH et 2 AHU), de deux ingénieurs, d’'un cadre de santé, de quarante et un
techniciens et de 5 internes. Il comporte un responsable qualité et un responsable
informatique. Le laboratoire d’hématologie est organisé en plusieurs secteurs, répartis sur

deux sites :
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Organigramme du laboratoire : cf annexe |.
Le secteur d’hématologie cellulaire du laboratoire d’hématologie du CHU de Nantes a
comme activité principale le suivi des parameétres hématologiques des patients hospitalisés
et externes ainsi que le dépistage et le diagnostic des anomalies du globule rouge, des
plaguettes, et des hémopathies malignes. Le service est ouvert 24h/24. Les analyses sont

réalisées sur les mémes automates en service normal et en service de garde.

En 2012, sur le site de I'Hotel-Dieu, il a été réalisé environ 120 000 numérations seules et

120 000 numérations formules sanguines, avec environ 200 lames par jour.

Le secteur de cytologie utilise comme SIL le logiciel Dxlab (société Medasys) et comme
middleware la solution MPL (société Roche). Ces outils permettent la validation technique
des résultats, et affichent les graphes d’analyse cellulaire, les résultats numériques, les

antériorités et les alarmes.
1.2.2 Le contexte

Le laboratoire d’hématologie a souhaité, dans le cadre de l'accréditation et de son
rapprochement géographique de la plateforme L2R (laboratoire de réponse rapide), faire
évoluer sa chaine analytique automatisée de numération formule sanguine de marque
SYSMEX® datant de 2001 et constituée de deux analyseurs XE2100D, d’un convoyeur et d’un
étaleur-colorateur SP-1000i, présente sur le site de I’hotel-Dieu. Les objectifs principaux

étaient :

- de poursuivre les efforts réalisés au laboratoire concernant la standardisation des
processus de prise en charge des prélevements.

- d’augmenter la sécurité et la tracabilité de la gestion des tubes-échantillons et de
diminuer le nombre d’erreurs liées au traitement manuel (gestion automatique des

repasses).



- d’optimiser le délai de rendu des résultats en particulier durant les phases de pic
d’activité afin d’assurer une excellente qualité analytique 24h/24, adaptée a une
activité d’urgence en assurant une disponibilité maximale des équipements
notamment a l'aide de solutions de backup cohérentes.

- d’optimiser les processus automatisés des analyses des échantillons biologiques.

- d’améliorer les performances analytiques des automates de numération, notamment
en termes de détection de cellules anormales circulantes.

- d’améliorer I’hygiene et la sécurité du personnel.

- d’inclure un module capable d’analyser les liquides biologiques pour faire face a

I’'augmentation croissante des demandes dans ce domaine.

Apres appel d’offre, il a été décidé de I'acquisition et l'installation d’une nouvelle chaine
analytique SYSMEX® de derniere génération, la chaine XN 9000 pour début 2014. L'arrivée
d’un nouvel automate imposant une vérification de méthode a participé a la décision de
présenter a I'accréditation la numération formule sanguine pour la prochaine visite COFRAC.
Etant en stage dans ce laboratoire pour le semestre : novembre 2013 - mai 2014, le choix de
mon mémoire pour le DU c’est naturellement orienter vers la validation de ce nouvel

automate.

1.2.3 Description de la nouvelle chaine analytique

Analyseur (XMN-10/XN-20)

Systéme de transport (CT-90)

Chariots
dediés * L'IPU, le contrdleur de transport et Funité
pneumatique n'apparaissent pas sur cette figure.

Chaine XN-9000 (1)



Cette chaine est composée:

de trois analyseurs XN-10, dont l'un est équipé du module d’analyse des liquides

biologiques (Body Fluid), les deux autres disposant des canaux permettant

I'identification des réticulocytes (RET) et des plaquettes en fluorescence (PLT-F).

- d’un convoyeur permettant d’amener les racks de tubes vers un automate d’analyse
ou de les détourner pour les envoyer sur I'automate suivant.

- d’un serveur E-IPU qui assure I'envoi des demandes sur la chaine et le retour des
résultats sur l'interface de validation.

- du CT-90, ordinateur qui envoie les demandes de I'E-IPU vers les convoyeurs et
assure le routage des tubes vers I'une ou I'autre des machines.

- del'lPU qui pilote les analyseurs d’hématologie XN. Il est relié au CT90 et a I'EPU.

- d’un étaleur-colorateur SP-10 en bout de chaine.

Cette nouvelle chaine analytique apporte un certain nombre de nouveautés par rapport a
I’ancienne, permettant de répondre aux principaux objectifs fixés. Parmi celles-ci, on peut
noter la présence du canal d’analyse des liquides biologiques et des canaux PLT-F qui grace a
un marquage spécifique des plaquettes par un fluorochrome, permettent une meilleure
précision de la numération plaquettaire. Les érytroblastes sont désormais décomptés
systématiquement, le canal IMI (canal de détection des blastes myéloides et des immatures
granuleux) disparait. Les analyseurs XN disposent d’'un mode de prélévement unique, c’est a
dire d’une seule aiguille quelque soit le mode utilisé, automatique, manuel ou body fluid. Ils
utilisent également un volume d’aspiration réduit (88 uL) et offrent la possibilité de passer

des tubes fermés en mode manuel.

La grande nouveauté est le systéeme « Rerun/Reflex » qui permet de réduire les
manipulations d’échantillons. En effet, sitot I'échantillon analysé, I'automate applique les

regles :

- REFLEX: ces regles sont dictées par linformatique de Il'automate Iui-méme,
imposées par le fournisseur. Il en existe deux : ajout de PLT-F si plaquettes <20G/L ou
>1000G/L, ou anomalie de la courbe de répartition des plaquettes et le mode « blanc
bas » si globules blancs < 1 G/L. Dans ce dernier cas, I'échantillon est analysé de

nouveau en comptant trois fois plus de cellules pour une meilleure précision de la



formule. Il est a noter que cette derniére regle a été désactivée par choix du
laboratoire qui n’effectue pas de formule si le taux de globules blancs est inférieur a
1G/L.

- RERUN: en fonction des résultats, I'E-IPU interroge le middleware et applique
directement les regles d’expertise élaborées par les biologistes comme I'ajout d’'une
formule ou de la numération des réticulocytes, les repassages, ou la création d’une

lame...

Pour une application optimale, il est nécessaire de bien en comprendre ce fonctionnement
et d’étre particulierement vigilant lors de la rédaction des régles d’expertise. Ce systéme
nécessite dans le cadre de I'accréditation un gros travail de validation afin de s’assurer de la
bonne application des différentes regles élaborées. Il est également nécessaire de s’assurer
de leur entiere compréhension par le personnel technique. En dehors de ces modifications
les principes de mesures des différents parametres ne different pas par rapport a I'ancienne

chaine analytique qui était du méme fournisseur.

Il faut également noter la présence de deux autres automates de marque SYSMEX® sur le
site de I’"h6pital HGRL : un XS1000i et un XE2100, qui nécessitent également une vérification
de méthode effectuée a posteriori de leur installation. La vérification de méthode de ces

automates effectuées pendant la méme période ne figure pas dans ce mémoire.
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t iti les automates de t it informatique / test e . haf
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Déroulement de l'installation de la nouvelle chaine analytique

1.2.4 L’hémogramme : un examen clé

L’hémogramme est I'examen de biologie le plus prescrit et ses indications tres nombreuses
dépassent le cadre des pathologies hématologiques. De maniére non exhaustive, il est

indiqué notamment en cas de syndrome anémique, infectieux, hémorragique ou tumoral



mais aussi devant une altération de I'état général, en cas de thrombose, de prurit a I'eau, ou
d’érythrose cutanée. Il est également prescrit au cours de la grossesse, dans le cadre de la
médecine du travail ou encore dans la surveillance de certains traitements. Par le grand
nombre de parameétres qu’il comporte, il apporte en effet de nombreuses informations. Il est
réalisé a partir d’'un prélevement de sang veineux périphérique recueilli dans un tube

contenant un anticoagulant de type EDTA (acide éthyleéne diamine tétra acétique).

Au début du siecle dernier, la numération formule était réalisée entierement par des
méthodes manuelles. Depuis, les analyseurs d’hématologie ont considérablement amélioré
la qualité des résultats de ’'hémogramme. lls analysent les échantillons sanguins avec une
cadence élevée et fournissent des résultats précis et reproductibles. lls permettent ainsi de
décharger les laboratoires des « formules normales », le temps dégagé permettant de se

concentrer sur les dossiers plus complexes.

L’'hémogramme apporte des informations quantitatives mais aussi qualitatives sur les 3

lignées de cellules sanguines :

- Les érythrocytes: avec la numération des globules rouges (GR), le taux
d’hémoglobine (Hb), ’hématocrite (Ht), I'indice de distribution des globules rouges
(IDR) ainsi que les indices érythrocytaires qui comprennent le volume globulaire
moyen (VGM), la concentration corpusculaire moyenne (CCMH) et la teneur
corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) développé par M. Wintrope pour
classifier les anomalies des globules rouges. Enfin, la numération des réticulocytes,
qui ne fait pas systématiquement partie de I’hémogramme, peut apporter de
précieuses informations notamment lors de la découverte d'une anémie
normocytaire.

- Les plaquettes : avec leur numération et des informations sur leur taille grace au
volume plaquettaire moyen (VPM).

- Les leucocytes : avec leur numération (GB), et leur répartition entre les 5 populations
normales. La formule comprend : les polynucléaires neutrophiles (PN), éosinophiles
(PE) et basophiles (PB), les lymphocytes et les monocytes. Eventuellement, la
présence d’autres cellules anormales (immature granuleux, blastes...) peut étre mise

en évidence.



A l'obtention des résultats chiffrés, s’est ajoutée une visualisation au moins partielle des
particules énumérées sous la forme de graphes mono, -bi ou multiparamétriques. Divers
messages d’alertes ont été mis en place en parallele pour signaler plus précisément
certaines anomalies de mesure ou d’analyse. Ces divers messages et histogrammes

compléetent aujourd’hui I'interprétation technique et biologique de ’'hémogramme.

L’hémogramme automatisé se révele exact et précis quand il est normal ou quand il met en
évidence des variations quantitatives modérées. En revanche dans certaines circonstances,
liées a certaines caractéristiques de I’échantillon, a une pathologie particuliere, a des
modifications induites aprés le préléevement, ou intrinseéques a la technologie utilisée pour la
mesure, les automates peuvent induire des résultats erronés. Les biologistes et techniciens
doivent connaitre ces diverses situations ainsi que le principe de fonctionnement de leur
automate afin d’éviter de rendre des résultats faux qui pourraient avoir un impact non

négligeable pour le patient et sa prise en charge.

1.2.5 Description du processus
Cf logigramme annexe II.

2 Evaluation des performances initialesde la numération formule sanguine:

vérification/validation de méthode :

2.1 Méthodologie
2.1.1 Plan d’action

La vérification/ validation de méthode s’effectue en deux phases : une phase initiale avant la
mise en ceuvre en routine et une phase de vérification continue afin de confirmer les
performances dans le cadre du fonctionnement quotidien du laboratoire. Nous allons ici
nous intéresser a cette premiere phase. La vérification/validation des méthodes d’analyses
est une exigence forte de la norme. L'accréditation d’un laboratoire passe forcément par
cette étape qui permet d’avoir une bonne connaissance des méthodes d’analyses, de ses
performances et de ses limites.

Elle a pour but d'évaluer dans les conditions opératoire du laboratoire, de maniére objective,
les méthodes employées et d’apporter les preuves de la validité des résultats rendus,

justifiant ainsi son utilisation pour les patients. Selon la norme «le laboratoire doit
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documenter la procédure utilisée pour la vérification/validation et enregistrer les résultats
obtenus. »

Comme l'exige la norme, le LBM s’est doté d’une procédure « validation de méthode
guantitative » (7180-PR-022) dans laquelle est expligué comment réaliser les différentes
étapes du processus. Celle-ci doit étre suivie par I'ensemble des services lors de la mise en

place d’une nouvelle méthode.

Selon cette procédure, une phase de validation est effectuée sur décision du responsable du
laboratoire et un responsable de la vérification est désigné. La premiere étape, une fois la
méthode choisi, est de rédiger le plan expérimental (on peut utiliser les documents 7180-IM-
059 ou 7180-IM-062) qui sert a déterminer pour chaque parametre les criteres de
performances a vérifier, dans définir les modalités de mise en ceuvre, ainsi que de choisir les
critéres d’acceptabilité. On établit également le planning de réalisation et on définit les
responsabilités. Cf. annexe lll. L’'équipe en charge de cette vérification de méthode était

constituée d’une biologiste responsable, de deux techniciennes et de moi-méme.

A noter que, dans l'‘appel d’offre de renouvellement de la chaine d’analyse de
I'hémogramme, il a été anticipé que: «les réactifs pour réaliser les vérifications de
méthodes devront étre fournis gratuitement a la phase initiale, sur chacun des modules
analytiques et le fournisseur s’engage a fournir tous les documents nécessaires permettant

de respecter la norme ISO 15189. »

Dans un premier temps il est indispensable de définir quels sont les paramétres qui devront
faire I'objet d’une vérification de méthode, c’est-a-dire ceux mesurés par I'automate. En
effet I’'hémogramme est composé de nombreuses analyses dont les modalités de
détermination different suivant I'automate utilisé. Liste des parametres mesurés et calculé

pour les automates SYSMEX : cf. annexe IV.

2.1.2 Maitrise des risques

L’analyse de risque est un élément obligatoire a fournir dans le dossier de validation d’une
méthode analytique, son but est de réaliser une identification des points critiques de chaque

technique et d’envisager les mesures de maitrise a adopter.



Cette étude peut étre réalisée selon la méthode AMDEC ou selon une méthodologie
simplifiée. Le choix a été de réaliser une analyse de risque de type AMDEC sur I'’ensemble du
processus de réalisation d’'une numération formule sanguine : de I’'hémogramme automatisé
a la réalisation et la lecture d’un frottis sanguin. Pour cela nous avons utilisé le document
informatif du pole de biologie du CHU de Nantes n°7180-DI-035 : « Méthodologie pour une
analyse de risque » qui a permis de remplir I'imprimé type : 7180-IM-033. La maitrise des

risques concernant ’hémogramme automatisé est présentée en annexe V.

2.1.3 Choix des intervalles de référence biologique

Le terme d’intervalle ou de valeurs de référence est a préférer a celui de « valeurs

normales » non approprié. Selon la norme ISO NF EU 15189 (chapitre 5.5.2 version 2012)

« le laboratoire doit définir les intervalles de référence biologique ou les valeurs de décision
clinique, documenter la base des intervalles de référence ou valeur de décision et
communiquer ces informations aux utilisateurs. » Dans la cadre de la mise en place de
I'accréditation, le laboratoire a revu ces valeurs de référence a I'aide de publications plus ou

moins récentes sur le sujet.

Référence bibliographique
ANAES Recommandations (http://www.anaes.fr)

Troussard X et al. Full blood count normal reference values for adults in France, J Clin Pathol,
2013

HAS, Lecture critique de I'hémogramme: valeurs seuils a reconnaitre comme probablement
pathologiques et principales variations non pathologiques, 1997

Nathan and Oski’s Hematology of Infancy and Childhood. 2008

Christensen RD et al The CBC : References Ranges for Neonates, Seminars in Perinatology,
20009.

Simplkin P Pediatric Hematology, Reference Values p. 792-810, Blackwell Publishing, 2007.
Lainey E et al HEmogramme en Pédiatrie: variations physiologiques », p. 49-59, RFL n°416
,2009

Bain BJ Blood Cells Practical Guide, Normal Range p. 198-216, Blackwell Publishing, 2006.
IDR, Sysmex Xtra Online, Mars 2011

Zini et al. ICSH recommendations for identification, diagnostic value, and quantification of
schizocytes, 1JLH, 2011

Cela a également permis d’actualiser et d’harmoniser les valeurs de référence entre les

différentes interfaces utilisées: middleware, SIL, et logiciel informatique du personnel
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soignant. Les cliniciens ont été tenu informés par courrier de la réactualisation des
intervalles de référence. Intervalles de référence des parametres de la numération formule

en fonction de I'age, cf. annexe VI.

2.1.4 Description de la méthode

Selon le SH INF 50 la numération formule sanguine correspond a la portée :

Domaine : Biologie médicale - Sous-domaine : Hématologie — Famille : Hématocytologie (HEMATOBM)

Remarques
Référence de la (Limitations,

méthode paramétres
critiques, ...)

Code Nature de I'échantillon Nature de

biclogique I'examen/analyse Principe de la méthode

Méthode de type qualitatif et
quantitatif

Principe général des
techniques :

Hémogramme - Impédancemétrie,
(Numération-formule - Cytométrie en flux
plaquettes, avec cellules - Cytochimie, Méthodes reconnues (A)
anormales et paramétres - Spectrophotométrie,
associés) - Fluorescence,
- Radiofréquence
- Caleul
- Identification morphologique
aprés coloration et/fou
numération en cellule, par
microscopie optique

Liquides biologiques d'origine

HB1 humaine

La premiére partie du dossier de vérification / validation est consacrée a la description de la
méthode. Le laboratoire doit collecter les informations pertinentes a connaitre sur le
systeme analytique telles que le principe de mesure de I'analyte, le type d’échantillon
primaire et de récipients et additifs, les unités et les intervalles de références mais aussi des
informations sur le matériel : le type d’instrument, la référence des réactifs, les matériaux
d’étalonnage. L'ensemble de ces informations sont en général disponibles et facilement
accessibles dans les documents fournisseur (mode d’emploi, fiche réactifs...) et doivent étre
consignées dans le rapport de validation. Exemple : Description de la méthode pour la

mesure des hématies, de ’"hémoglobine et des leucocytes, cf. annexe VII.
2.1.5 Définir les critéres de performance a vérifier

Pour déterminer quels sont les criteres de performance a vérifier il convient de définir pour
chaque examen le type de flexibilité et le type de méthode (quantitative ou qualitative).

Le laboratoire peut demander une accréditation suivant une portée flexible standard (A) ou
suivant une portée flexible étendue (B).

La portée flexible standard (A) est défini comme une « portée correspondant a une demande
d’accréditation du laboratoire souhaitant avoir la possibilité, entre 2 visites d’évaluation du
Cofrac, d’utiliser sous accréditation les révisions successives des méthodes reconnues et
d’adopter des méthodes reconnues reposant sur des compétences techniques qu’il a
précédemment démontrées. »(2)
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Selon la norme I1SO 15189 chapitre 5.5.1 « les procédures d’examens validées utilisées sans
modification doivent faire I'objet d’une vérification indépendante par le laboratoire avant
d’étre utilisées réguliérement », celle-ci doit « doit confirmer, par I'obtention de preuves
tangibles (sous la forme de caractéristiques de performances), que les performances
annoncées pour la procédure ont été satisfaites »(3) En portée A, la validation des méthodes
pour un LBM sera donc réduite a une « vérification » sur site. Celle-ci aura pour objectif de
montrer que des performances suffisantes sont atteintes dans les conditions de travail du
laboratoire. On adopte ainsi des méthodes reconnues (méthode normalisée, méthodes
/équipements/ réactifs « fournisseur » correspondant a I'utilisation des DM-DIV marqués CE,
...) qui reposent sur des compétences techniques déja démontrées. Le laboratoire doit
vérifier que la méthode est bien utilisée dans son domaine et doit prouver sa maitrise dans
son environnement.

L’'hémogramme automatisé correspond a une portée A et doit donc faire I'objet d’une

VERIFICATION de méthode.

En matiére de validation/vérification des méthodes, il est également nécessaire de
distinguer deux cas : les méthodes de type quantitatif qui « fournissent un résultat chiffré,
sur une échelle continue a partir de la mesure d'un signal en relation directe avec une
guantité (analyte, molécule, substance, cellule ou organisme,...) ou une activité donnée de
I'analyte (enzymes)» (4) et les méthodes de type qualitatif dont: « Le résultat ... n'apporte
pas d'information sur la quantité de I'analyte (cellule ou organisme), mais seulement sur sa
présence ou son absence (positif/négatif), ou l'identification de la caractéristique

recherchée.»(4)

La détermination des parametres de ’'hémogramme automatisé correspond a une méthode

quantitative.

Pour la réalisation de la vérification/validation de méthode le LBM peut se reporter au SH
GTA 04 "Guide technique d’accréditation de vérification (portée A) / de validation (portée B)
des méthodes en biologie médicale". Aprés une présentation générale du concept de
validation de méthode, ce guide présente les criteres de performance a vérifier par rapport
aux spécifications définies, au type de méthode et donne des exemples pratiques de mise en

ceuvre. Ainsi pour une méthode quantitative de portée A le SH GTA 04 (4) préconise :
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PARAMETRES A VERIFIER e el

ETIOU ACONNAITRE | Bibliographie | stte
Specificité analytigue Our Non
Fidélité (répétabilité et fidélite Oui Oui
intermédiaire)
Justesse (approche de la) Our Olgbg‘;%rzue
Intervalle de mesure 5 :
(Limite de quanfification et imites Oui ﬁé;ﬁ:gz:r:‘
de linéarité)
Incertitudes/facteurs de - ,
variabilité et évaluation Oui Ou
L O, pourles
Contamination entre - A
échantillons (sl y a lisu) Oui psaem;;;g,zess
Stabilité réactifs (aprés Oui Non
ouverture, embargues)
Robustesse Non Non
Interférences (lipémie, A -
hémoglobine plasmatigue, Ouii ;? ézeeggg:-—rgjs
bilirubine, médicaments)
Intervalle de référence « ex- Oui a verifier dés que
valeurs normales » possible_ si justifié
Comparaison avec une PP
mithode de rERSENeE Owi (=i existe) Non
Comparaison avec methode
déja utilisée au LBM ou auire ;e e ‘i ;
méthode il LEM (apparsil n Oui (si existe) Oui (si possible)
‘miroir EBMD)°
Analyse des discordances * Our Oui

Donc la fidélité, la justesse, les incertitudes de mesures et la comparaison de méthode avec
analyse des discordances doivent obligatoirement étre vérifiées.

Pour les critéres de performance a vérifier si nécessaire, il a été décidé de réaliser en raison
du recrutement du laboratoire qui assure le suivi de nombreux patient en aplasie, une étude
de la contamination pour les globules blancs et les plaquettes, ainsi que la détermination des
limites de quantification pour ces deux mémes parametres.

L’évaluation des critéres de performances performance a été réalisée grace a un logiciel
d’aide a la validation de méthode fourni par SYSMEX. Celui-ci a fait I'objet d’une vérification
en amont. Ce logiciel permet notamment une extraction simplifiée des données directement
a partir de I'automate diminuant ainsi le risque d’erreur lors de I’'analyse des résultats.

Les autres criteres de performances ont été validés sans vérification expérimentale, par
rapport a la bibliographie essentiellement a partir du manuel utilisateur et d’autres

documents établis par le fournisseur.

2.1.6 Choix des limites acceptables

L’objectif d’une vérification / validation de méthode est de déclarer I'aptitude du processus
analytique par rapport a des limites acceptables ou des spécifications que le laboratoire s’est
préalablement fixé. Le choix des limites acceptables doit se faire préalablement a la

vérification bibliographique et expérimentale de la méthode.
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On peut utiliser les limites acceptables définies par I'état de I'art, comme par exemple les
critéres publiés par la SFBC pour un certain nombre de parameétres de biochimie. Mais en ce
qui concerne les parametres d’hématologie cytologie, il n’existe a I'heure actuelle aucune
publication de limites acceptables basées sur |'état de I'art.

Il existe une autre méthode de détermination des limites acceptables basé sur I'étude des
variations biologiques intra et interindividuelles. Différents auteurs, Fraser, Ricos, définissent
des spécifications minimales, souhaitables et optimales de fidélité intermédiaire (I), d’erreur
de justesse (B : biais) et d’erreur totale (ET) en fonction des variations biologiques intra-

individuelles et inter-individuelles de I'analyte considéré.

Niveau de performance |Optimale Souhaitable Minimale

Fidé&lité 1= 0,25*CW'w 1=0,5*CWw 1= 0,75 * C\Ww

Erreur de justesse B < 0,125 * (CWw? + CWb%) "2 |B < 0,25 * (Cvw? + CWb®)3||B < 0,375 * (Cvw? + Cvb?) '
« ET=(165*)+B « ET=(165*)+B « ET=(165*)+B

Erreur totale « (p=0,05] + (p=10,05) + (p=10,05)

Objectifs analytiques proposés par Fraser a partir de la variabilité biologique(5)
CVw = coefficient de variation intra individuelle ; CVb = coefficient de variation inter
individuelle

Il faut noter que ce référentiel Ricos et al ne donne pas de critéres d’acceptabilité pour des
niveaux bas ou élevés mais seulement pour des niveaux considérés comme normaux
contrairement a celui de la SFBC.

Les critéres d’acceptabilité doivent étre fixés en fonction des besoins du laboratoire, en
tenant compte de l'interprétation clinique et de la particularité de ses patients. Cependant
lors de la vérification de méthode initiale d’'une méthode de portée A, il convient avant tout
de s’assurer que les performances de I'automate répondent aux spécifications annoncées
par le fournisseur.

Il a été décidé dans un souci d’uniformisation de choisir comme critéres de performance
pour I'ensemble des parameétres de ’lhémogramme les items indiqués dans le tableau ci-

dessous:
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Critére de performance Choix des limites acceptables
Fidélité intermédiaire CV Ricos minimal ou CV fournisseur si inférieur a celui de Ricos
Répétabilité 0.75*CV Fi Ricos (6) ou CV fournisseur si inférieur a Ricos
Exactitude critere retenu par l'organisme EEQ ProBioqual

2.2 Résultats : vérification expérimentales des criteres de performance sur le XN-

9000 de SYSMEX®.

La vérification expérimentale consiste a réaliser les essais nécessaires et a en exploiter les
résultats afin d’évaluer les performances de la méthode dans les conditions opératoires du
laboratoire.

2.2.1 Fidélité

La fidélité correspond a la qualité de l'accord entre des mesures répétées du méme
spécimen dans des conditions précises. Elle s’évalue grace a I'écart-type et au coefficient de

variation. La fidélité correspond a |’erreur aléatoire.

u-3c¢ u-20 u-g L+T L+20 u+3g

Résultats des
mesures

FIDELITE
Erreurs
aleatoires
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2.2.1.1 Répétabilité

Définition : La répétabilité est le premier critere de performance a vérifier avant toute mise
en route d’une nouvelle méthode. Son évaluation consiste a analyser dans un délai le plus
court possible le méme échantillon dans des conditions strictement identiques : méme
opérateur, méme lot de réactif, méme instrument, méme étalonnage... « L'objectif est de
caractériser la meilleure performance possible, dans des conditions optimales et de vérifier
le bon fonctionnement du systéme (instrument/réactif) pour le paramétre concerné. »(4).
Les données acquises a l'installation pourront étre ultérieurement utilisées pour mettre en

évidence un dysfonctionnement au cours du temps.

Méthode : La répétabilité comme les autres critéres de performances ont été déterminé sur
chacun des trois modules de la chaine analytique. Chaque module dispose d’'un mode
manuel et d'un mode automatique. Contrairement a I'automate XE, dans le XN ces deux
modes disposent de la méme aiguille et du méme circuit d’analyse et il n’est donc pas
nécessaire d’établir les criteres de performance pour chacun d’eux. Pour établir la
répétabilité il est recommandé d’utiliser au minimum 2 niveaux de concentration avec si
possible un niveau proche de la zone décisionnelle, le nombre de déterminations idéal pour

une interprétation statistique optimale est de 30.

Il a été décidé d’évaluer la répétabilité a partir des 3 niveaux des controles de qualité interne
passés 30 fois dans la méme série, par le méme opérateur et avec les mémes lots de réactifs.
Les valeurs moyennes des différents niveaux de CQl pour I'ensemble des parametres
couvrent bien le domaine d’analyse. Pour chaque niveau et chaque paramétre on détermine
la moyenne, I'écart-type et le coefficient de variation de répétabilité. Une répétabilité sur un
échantillon patient « normal » a également été réalisée sur un des modules afin de s’assurer
qgue les performances avec I'utilisation des CQl ne different pas de celles obtenues avec un

échantillon patient.
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Résultats

San,
Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 i £
. i CV % RICOS | CV % RICOS | CV % RICOS patient
Paramétres | CV % fournisseur XN ) : o
optimal  |souhaitable| minimal
XN1 | N2 | XN3 | XN1 [ XN2 | XN3 | XN1 | XNZ | XN3 XN3
GR 15(si=4T/L) 0,90 1,20 1,30 077|073 | 075|063 | 059|056 | 054|054 | 087 0,30
IDR 2,00 1,01 1,35 1,97 043 | 044 | 057 | 048 | 0,42 | 054 | 0,54 | 0,48 | 0,62 0,53
Ht 1,50 0,76 101 1,52 082|092 | 076|064 (075|059 | 057|052 | 106 0,36
Hb 1,00 0,30 1,07 1,60 086 | 063 | 082 | 051 | 0,42 | 059 | 0,44 | 0,47 | 0,53 0,50
F‘q 4.0 (si=100G/L) 2,59 3,45 512 441|377 | 432 | 2,22 | 154 | 180 | 1,42 | 1,47 | 1,23 1,45
Impédance
2,5 (si»100G/L), 5
Pg PLT-F i 2,59 3,45 512 2,36 | 2,38 1,20 | 1,23 0,74 | 0,82 1,00
(si=20G/L)
GB 3,0 (=i =4 G/L) 3,22 4,30 6,41 195163 | 164 | 1,84 | 1,14 | 1,15 | 0,97 | 0,78 | 0,83 1,50
Ly 8,0 (si = 0,6G/L) 2,87 3,83 574 415 415 | 325 | 282 | 357 | 358 | 411 | 2,59 | 469 3,07
PN 8,0(si>1,2G/L) 4,81 6,41 9,62 257|308 | 263|354 (251|256 133|193 | 245 2,00
Manao 20,0 (si=0,2 GJL) 5,01 6,68 10,01 788|672 | 707 | 547 | 586 | 7,33 | 6,26 | 3,97 | 8,09 6,51
PE 25,00 591 7,88 1181 770|765 | 651 | 857 | 882 |10,00| 3,46 | 576 | 9,55 | 13,86
PB 40,00 7,38 10,50 15,75 351|349 | 232|323 (261|290 | 2,42 | 202 | 232]| 2076
Ret 15,00 3,09 413 6,19 252 | 2,24 2,48 | 294 405 | 446 3,53
EB 25,0 (pour GB=4 g/L) 9,28 | 895 | 9,28 | 507 | 558 | 5,85 | 3,11 | 2,71 | 3,47 NR
G 25,0 (pour GB»4 g/L) 2,89 335 | 309|351 (315|363 | 2859|319 | 3,57 NR
plaquetocrite 6,00 3,38 4,50 6,69 3,20 | 205 | 292 | 160 | 1,75 | 1,63 1,45

Tableau de synthese des résultats de la répétabilité pour les trois automates XN.

On peut conclure que les données de répétabilité obtenues pour I'ensemble des paramétres
de 'hémogramme sont conformes aux limites acceptables fixées, et que les trois modules

offrent des performances semblables.

Les CV de répétabilité obtenus avec le sang patient sont sensiblement les mémes que ceux
obtenus avec les CQl. Seule exception, les CV des polynucléaires éosinophiles et basophiles
obtenus avec le sang patient sont plus élevés que ceux des CQl mais restent conformes aux
spécifications fournisseurs. Cette différence s’explique car la moyenne des PNEo et PNBa du

sang frais était bien inférieure aux valeurs des CQl niveau 1 :

Moyenne CQl niveau 1 (XN3) Moyenne sang frais
PNEo 0.29 G/L 0.09 G/L

PNBa 0.14 G/L 0.02 G/L

2.2.1.2 Reproductibilité

Définition : La reproductibilité, encore appelée fidélité intermédiaire, consiste a effectuer
plusieurs fois l'analyse d’'un méme échantillon mais en faisant varier les conditions

opératoires comme les opérateurs ou les lots de réactifs pendant un intervalle de temps
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donné. L'objectif est de connaitre la variabilité analytique de la méthode. Si les résultats
d’évaluation de la répétabilité et de la reproductibilité sont proches, cela constitue une

manifestation de la robustesse de la méthode.

Méthode : Le SH-GTA 04 préconise 30 déterminations établies sur au moins 15 jours et au
minimum a deux niveaux de concentration. Le délai de conservation d’un échantillon
sanguin pour la réalisation d’une NFS étant de 24h maximum, l'utilisation d’échantillons de
patients pour la détermination de la FI n’était pas adaptée, et il a donc été décidé d’utiliser
les controles de qualité internes (CQl). Les trois niveaux de CQl bas, moyen et haut ont été
passés 2 fois par jour pendant 15 jours. Comme pour la répétabilité la moyenne, I’écart-type
et le coefficient de variation ont été déterminés pour chaque niveau et pour chaque
parametre.

Résultats :

CV % RICOS | CV % RICOS | CV % RICOS Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3

Paramétres | CV % fournisseur XN i . .
optimal |souhaitable| minimal

XML [ XMZ | XN3 | XNI [ XN2 | XN3 | XN1 | XNZ | XN3

GR 2,00(si =4 T/L) 0,80 1,60 2,40 073 |079|082)| 065 | 068 | 054 | 0,68 | 0,55 | 067
IDR 2,67 0,88 L5 2,63 059|056 | 054 ) 073 [ 068 | 071|056 | 050 | 070
Ht 2,00 0,68 1,35 2,03 078 (104 | 085) 099 [ 055 | 077 | 0,87 | 0,77 | 0,89
Hb 1,33 071 1,43 2,14 080|088 | 066 | 054 [ 050 | 053 | 043 | 063 | 040

P
,q 5,3 (si»100G/L) 2,28 455 6,83 569 2,30 154 | 208 | 160 | 2,23 1,33
Impédance

3,3 (si*100G/L),

Pg PLT-F ] 2,28 4,55 6,83 271 324 152 | 1,78 1,01 | 1,08
6,65(51=20G/L)
GB 3,99 (si 4 G/U) 2,85 5,70 8,55 196 (156 1,67 | 160 | 1,18 | 160 | 120 | 1,15 | 107
Ly 10,64 (si > 0,6G/L) 2,55 5,10 765 317 |481 | 384 | 396 | 297 | 323 | 260 | 2,61 | 426
PN 10,64 (si> 1,2G/L) 428 8,55 1283 | 349 (366|409 | 287 | 257 | 225 | 235 | 2,25 | 2,19
Mano 26,60 (si>0,2 G/L) 4,45 8,90 1335 |820(723|741| 687 | 633 | 954 | 244 | 386 | 726
PE 33,15 5,25 10,50 1575 | 734|787 | 708 | 822 | 773 | 832 | 760 | 893 | 736
FB 53,33 7,00 14,00 21,00 | 275 374|341 | 365 | 245 | 289 | 239 | 2,48 | 2,77
Ret 20,00 2,75 5,50 825 2,80 | 3,05 321 | 3,38 353 | 493
EB 33,25 (pour GBx4 /L] 955 (11,35| 754 | 573 | 526 | 436 | 352 | 277 | 339
16 33,25 (pour GB=4 g/L) a41 (402 | 417 | 350 | 353 | 3.9¢ | 397 | 3,26 | 396
plaguetocrite 8,00 2,08 5,95 893 202 | 300 | 272 | 200 | 1,82 | 173

Tableau de synthese des résultats de la fidélité intermédaire pour les trois automates XN.

On peut conclure que, dans I'ensemble, les données de reproductibilité obtenues pour les
parameétres de I'hémogramme sont conformes aux limites acceptables. Il faut cependant
noter I'exception des CV élevés obtenus pour le niveau 1 des plaquettes en impédance (PLT-
). La moyenne du CQl niveau 1 pour les PLT-1 est de 39 G/L, or le CV fournisseur est indiqué

comme étant valable uniquement pour des plaquettes >100G/L. Le coefficient de variation
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obtenu est néanmoins tres proche de la limite supérieure acceptable Ricos, qui a été établie
pour une population "normale". Une variation de 7 % sur le niveau bas est jugée sans impact

clinique. La reproductibilité est donc considérée validée.

On peut également noter que les CV de répétabilité et de fidélité intermédiaire sont

relativement proches ce qui démontre la robustesse des méthodes de mesure.

2.2.2 Justesse /exactitude

JUSTESSE /\

[} Erreur f \
| \ systématique /

,' | / \\

| | EXACTITUDE /

."I | Erreur totale / ’\
/ \ | \
» .

v Résultats des
Valeur de mesures Résultat
Référence d'une mesure

2.2.2.1 Justesse

Définition : La justesse correspond a la qualité de I'accord entre la moyenne d’une série de
mesures et la valeur vraie. L'objectif est d’évaluer I'erreur systématique encore appelé biais.
L'obtention d’une valeur vraie nécessite I'utilisation d’'un matériau de référence certifié ce
gui n’est pas toujours possible. Dans ce cas, le biais est alors déterminé par rapport a une

« valeur cible ».
Méthode : la justesse est déterminée grace au CQl externalisé.

L'e
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Méthode : L’ « inexactitude » de la méthode est déterminée grace a I'exploitation des

évaluations externes de la qualité (EEQ)

(X('abo -m goupe de compa'rar:an)

Z — Score =
E T groupe de comparaison
Nombre Valeur | Moyenne Moyenne | 7 oore | z.score | Biais(%) | Biais (%) Biais (%)
gjﬁp;:gs fgroupe de g?rnétrale (groupe de | (teutes |/ groupede |/ moyenne | " - Conclusion
p;mm.q”% Labo pairs) mch{j:?qizs) pairs) |techniques)|  pairs générale | limite

Echantillon

CQE 741013 249 2458 2462 04 0,3 1,30 1,14 73 Conforme
n*14HD01
Echantillon

CQE 721011 21 2,05 2,07 0.7 02 244 145 73 Conforme
n*14HD02
Echantillon

CQE 74/994 314 310 318 05 -0,2 1,29 -1,28 7.3 Conforme
n®14HD03
Echantillon

CQE T4/984 815 a1 9,33 -04 01 0.44 -1,83 7.3 Conforme
n®14HD04
Echantillon

CQE 421361 462 4,54 443 06 09 1,76 4,29 73 Conforme
n“14HDF2
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Nombre Moyenne| 5_ ¥ aic o) i 1o
groupe de | Valeur Moyenne générale Z-score | Z-score | Biais (%) | Biais (%) Biais (%) )
pairs/toutes|  Labo (groupe de ftoutes (groupe de| (toutes |/groupede |/ moyenne limite Conclusion
techniques Pairs)  |iochniques)| PArs)  |techniques)|  pairs générale
Echantillon
CQE 77/1021 469 477.4 475,56 -0,6 0,2 -1,76 -1,37 10 Conforme
n°14HDO1
Echantillon
CQE 75/1018 134 132,9 146,6 0,2 -0,9 0,83 -8,59 10 Conforme
n°14HD02
Echantillon
CQE 75/994 389 382,5 424,7 0,4 -1 1,70 -8,41 10 Conforme
n°14HDO3
Echantillon
CQE 75/994 237 229,3 2337 1 0,2 3,36 1,41 10 Conforme
n°14HD04

Exemple2 : tableau de syntheése des résultats de I'exactitude pour les plaquettes en

impédance sur le module XN3.

L’exactitude retenue est celle déterminée par comparaison avec le groupe de pairs et non
celle par comparaison avec toutes techniques car il n’existe pas de seuil de décision
standardisé pour les parametres concernés.(4) Sur les 3 modules, pour I'ensemble des
parametres de la numération I'exactitude est conforme aux spécifications attendues pour le

groupe de pairs.
2.2.3 Limite de quantification

Définition : La limite de quantification est la valeur la plus faible pouvant étre mesurée avec
un niveau de confiance acceptable. Il ne faut pas la confondre avec la limite de détection qui

correspond a la plus petite quantité détectable et différente du blanc.

Méthode : La limite de quantification a été déterminée sur le XN3 en effectuant des dilutions
a partir de I’échantillon du niveau 1 de CQl donc de concentration connue. Chaque dilution
est analysée une dizaine de fois dans des conditions de répétabilité, ce qui permet de
calculer le CV pour chacune d’entre elles. La limite de quantification correspond a la
premiere dilution pour laquelle le CV est acceptable c’est-a-dire < 10%. La valeur ainsi
obtenue a ensuite été vérifiée sur I'ensemble des modules XN par le passage d’'un
échantillon patient a une concentration voisine de ce seuil, une dizaine de fois avec le calcul

du CV.

Résultat : exemple pour les leucocytes :
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Dilution a partir du CQl niveau 1 surle XN 3

COQ nikezy 1 Dilution & réaliser & Mabde du diluant -
Pur 112 I 110 115 120
Bas 1000 1000 1000 200 200 100
Diuant 0 1000 2000 1800 2500 1800
DD__:’;;‘;:E'J":" 303 152 10 03 a2 0,15 - 4% - missatin tidsigen]
réslicat 1 3 153 1,08 035 021 R w] T
réglical 2 3 1,56 1,17 038 022 021 |
replkt 3 ] 158 1,13 [T 024 013 e
réslical 4 304 153 113 035 022 02 "~
réglical 5 308 151 115 034 023 0.18 i,
réolczt & 306 152 1,08 a4 025 a7 h —
réolicat 7 304 156 11 036 024 018 " e
réglicat 8 291 15 12 035 02 [RE - S,
resliczn 9 307 154 1,16 039 026 019 '
réplict 10 S 157 1,12 0.3 023 02 e iy ' o s
mojenna 308 | 1601 113 | o7 023 0,181 P
scart-typs | 005432 | ooeees | 00391 | 0opoos | omex | ogres
cv % % 3% 5% 8% 13%

Vérification a partir échantillons patients

NG N2 WNL
P
“:::.:r:' 140570508 | 140640514 | 140570508 | 180640514 | 140570508 | 140640514 | 140640528
N GE GB GB GB GB GB GB
10 024 0,17 0,21 0,15 0,22 0,15 0,08
) 0.24 022 02 0,18 0,23 0,18 0,08
B 024 019 0,21 0,2 0,24 0,17 0,07
7 024 [FE 0,18 0,2 0,24 0,15 0,08
3 0.25 021 02 0,17 0,26 0,15 0,1
5 027 0.23 0,18 0,17 0,24 0,15 0,08
] 028 021 0,21 0,19 0,21 0,15 0,07
3 0.25 023 0,19 0,19 0,21 0,17 0,06
2 025 0.23 0,19 0,19 0,21 0,16 0,07
1 022 021 0,18 0,17 0,23 0,17 0,07
moyenns | 025 021 020 019 023 018 008
ecart ype | 0,02 0,07 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01
o 728 B8535 5,10 5,04 5,88 |

La limite de quantification des leucocytes a donc été fixée a 0.20 G/L.

Les Parametres GB PLT-I PLT-F

Limite de
0.2G/L | 10G/L | 5G/L
quantification

Limites de quantification retenues pour les paramétres testés sur les automates XN

Une des regles « rerun » gérée par I'automate c’est le repassage des plaquettes < 20 G/L
dans le mode fluo. La détermination de la limite de quantification des plaquettes en apporte
une justification en effet ce mode de comptage posséde une limite de quantification plus
basse que le mode impédance. De plus le CV de répétabilité et de reproductibilité des PLT-F
du niveau bas du CQl est inférieur a celui des PLT-I. Confére tableau de résultat de la

répétabilité et reproductibilité.

2.2.4 Contamination inter-échantillons

Définition : La contamination est un « phénomeéne qui résulte du transfert d'une partie d'un
échantillon dans un autre tel qu'il produit une modification dont I'effet peut étre évalué et
quantifié »(7). Il est intéressant de vérifier I'existence d’'une contamination en particulier
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pour les parametres pour lesquels il existe un différentiel de concentration important en

physiopathologie.

Il a été décidé, en raison du recrutement du laboratoire de vérifier la contamination pour les
globules blancs et les plaquettes. En effet, le LBM assure le diagnostic et le suivi de

nombreuses hémopathies impliquant des variations importantes de ces deux parameétres.
Méthode : L’étude de la contamination consiste, a analyser successivement :

- Un échantillon présentant un taux élevé du parametre mesuré, 3 fois : H1, H2, H3

- Puis un échantillon présentant un taux bas du méme parametre, 3 fois : B1, B2, B3

Pour une meilleure représentativité et afin de réduire les erreurs aléatoires, cette séquence
de mesure (H1, H2, H3, B1, B2, B3) a été répétée 3 fois de suite. On calcule ainsi un

pourcentage de contamination qui sera comparé a celui annoncé par le fournisseur.

Contamination %= 100 x(B1m — B3m)
(Hm - B3m)

B1m = moyenne des B1
B3m= moyenne des B3
Hm= moyenne des H

L’analyse de la contamination a été réalisée a partir d’échantillons de patients.

Résultat % contamination

Annoncé par

XN1 | xN2 | XN3 :
le fournisseur

Globules Blancs
Echantillon haut= 71.2 G/L / Echantillon bas=0.31 | 0.01 | 0.04 | 0.00 <1.0
G/L
Plaquettes PLT-I 0.06 | 0.13 | 0.03 <1.0
Echantillon haut= 2116 G/L
Echantillon bas = 22 G/L PLT-F NA 0.12 0.07 <1.0

Tableau de synthése des résultats des tests de contamination effectués

On peut conclure a I'absence de contamination pour les parameétres testés.
2.2.5 Comparaison

Définition : La comparaison de méthode permet de vérifier la corrélation entre deux

méthodes ou deux équipements qui mesurent les mémes parametres, que ce soit lors d’un
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changement d’automate ou entre des automates en miroir ou en back-up. Elle est réalisée
apres vérification des autres critéres de performance (répétabilité, fidélité intermédiaire...).
Sa réalisation est obligatoire si I'on souhaite utiliser les antécédents des patients dans leur
suivi. En cas de discordance entre deux méthodes ou deux automates, il conviendra d’en

évaluer les causes et d’en informer les prescripteurs et les patients.

L’installation de la nouvelle chaine a nécessité le passage par des automates de transition. La
comparaison de méthode a donc di dans un premier temps étre réalisée entre I'automate
référent de I'ancienne chaine et les deux automates prétés, puis secondairement entre la
chaine de transition et la nouvelle chaine analytique. De plus, le laboratoire étant établi sur
deux sites qui réalisent des numérations sanguines, la corrélation entre les automates de ces

deux sites a également été vérifiée.

Schéma des différentes comparaisons de méthode effectuées, cf. annexe VIII.

Méthode : Pour vérifier la comparabilité entre deux automates, différents échantillons sont
analysés successivement sur les deux instruments dans un délai le plus court possible afin de
limiter une éventuelle dérive pouvant étre due a une instabilité de I’échantillon. Le choix des
échantillons est important et il faut tester un effectif de taille significative. Nous avons choisi
d’en sélectionner 40 selon les recommandations de la SFBC. Ces échantillons ont été
sélectionnés afin de couvrir au mieux la gamme de mesure des valeurs rencontrées en
physiopathologie. Dans ce but nous avons réalisé un tableau d’aide pour sélectionner au

mieux les échantillons de patients.

Paramétres Niv 1 Niv 2 Niv 3
Concentrations | Effectif | Concentrations | Effectif | Concentrations | Effectif

GR <3,5T/L >8 3,5 -50T/L >12 >5,0T/L >8
Ht < 30% >8 30-42 % >12 > 42 % >8
Hb <10 g/dL >8 10-14,5g/dL | >12 > 14,5 g/dL >8
Plaquettes < 150 G/L >8 150 - 400 >12 > 400 >8
GB <4 G/L >8 4- 15 G/L >12 >15 G/L >8
PN <2,5G/L >8 2,5-10 G/L >12 > 10 G/L >8
Ly <1,5 G/L >8 1,5-3,5G/L >12 >3,5G/L >8
Mono <0,4G/L >8 0,4-1,2G/L >12 >1,2 G/L >8
PNEo <0,05 G/L >8 0,05-0,4G/L | >12 >0,4 G/L >8
PNBa < 0,01 G/L >8 0,01-0,05G/L | >12 > 0,05 G/L >8

Tableau d’aide a la sélection des échantillons pour les comparaisons de méthode
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L'exploitation des résultats s’est faite de maniere globale par la réalisation du diagramme de
dispersion des valeurs et le calcul de la droite de régression. La pente doit étre la plus proche
de 1 et I'ordonnée a I'origine doit étre la plus proche de 0. Le coefficient de corrélation n’a
gu’un intérét tres limité il sert uniquement a démontrer un lien entre deux variables
indépendantes et n’est donc pas suffisant pour démontrer la comparabilité entre deux
méthodes. L’analyse des résultats individuels s’est faite grace au diagramme des différences
et des rapports interprétés par rapport a des limites acceptables. Pour chacun des couples
retenus xi (méthode A) et yi (méthode B) les différences xi-yi sont calculées ainsi que les
rapports yi/xi et les graphiques des différences, (xi — yi) en fonction de xi et des rapports (yi /
xi) en fonction de xi sont établis. L’analyse de ces graphes permet de repérer les échantillons

déviants ainsi que d’éventuelles différences systématiques.

L'analyse des résultats doit étre effectuée rapidement aprés le passage des échantillons afin
de détecter précocement des discordances et de pouvoir effectuer des vérifications le cas

échéant.

Exemple :

Paramatres n::)mbl:e IntervaII(.e de Equation dr.oite de 2 nor:nl?re de
d'essais comparaison regression déviants

GR 40 2,31-5,87T/L y=0,964x+ 0,650 0,998 0
Ht 40 21,3-51,0% y=0,973x+0,723 0,998 0
Hb 40 6,9-17,9g/dL y=0,989x+ 0,141 0,999 0
Plaquettes 40 2-860G/L y=1,002x+0,279 0,998 0
GB 39 1,11-26,13G/L y=1,001x+0,032 0,999 0
PN 40 0,75-24,95G/L y =1,005x+ 0,003 0,999 0
Ly 39 0,04-7,9G/L y=1,000x-0,011 0,998 2
Mono 40 0,04-2,16 G/L y=0,987x-0,021 0,984 0
Eo 40 0,00-1,05G/L y = 1,005x + 0,001 0,988 0
Baso 40 0,00- 0,16 G/L y=0,880x+ 0,006 0,816 1

Résultats de la comparaison entre I'automate XN3et 'automate XN2:

En ce qui concerne les globules blancs et les lymphocytes, un échantillon a 109 G/L a été
«retiré » de la série, car sa valeur tres élevée faussait I'équation de la droite de régression.
Deux points discordants (0,11 vs 0,23 et 0,11 vs 0,32 G/L) ont été observés, concernant deux

patients lymphopéniques. Ces différences étaient sans impact clinique. De plus, pour un des
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deux patients, la formule aurait été controlée manuellement. Pour ces raisons la corrélation

entre les deux automates a été jugée conforme.

Par ailleurs I'ensemble des comparaisons d’automate effectuées a été jugée conforme.

A noter qu’une comparaison des canaux plaquettes impédance versus plaquettes fluo a

également été réalisée sur les deux automates équipés. La valeur des plaquettes mesurée

avec le canal fluo est rendue quand la valeur obtenue avec le canal impédance est inférieure

a 20 G/L ou si le graphe est anormal. Les résultats du XN2 et XN3 sont comparables.

Exemple :

Comparaison PLT-l / PLT-F sur le XN2

, . Intervalle de Equation droite de ) Nombre de
Nombre d’essais . , . r -
comparaison régression déviants

Tous 40 1-849 G/L y=0.867 x + 9.880 0.991 2

Ng’:g” 10 1-137G/L y=0.888x+1.212 | 0.970 1

Niveau MOYEN 21 151 -366 G/L y =0.856 x + 13.483 0.972 0
Niveau

HAUT 9 412 - 849 G/L y=0.777 x + 71.075 0.965 1

Diagramme des différences :

Résultats de la comparaison PLT-I/PLT-F sur le XN2

DIFFERENCES TechPLT-F- TechPLT-1

150,00 1

100,00 +

-50,00 +

-100,00 T

—_—

110

15000

PLT (10+3/mm3»

Technique PLT-F
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1w
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La comparaison entre les plaquettes impédance et fluo est jugée conforme. Cependant la
technique de cytométrie en flux donne dans I'ensemble des résultats supérieurs a la
technique d’impédance. Cette différence s’accentue nettement pour les valeurs hautes de
plaquettes. Le mode plaquette fluo est donc a proscrire dans les valeurs hautes et a utiliser

pour les valeurs moyennes et surtout dans les valeurs basses.
2.3 Vérification des parametres calculés

L’hémogramme comprend des parametres mesurés qui comme on I'a vu font I'objet d’une
vérification de méthode, mais aussi un certain nombre de parametres qui sont calculés a

partir d’eux. On se doit de vérifier que les calculs sont correctement réalisés.
Vérification des parameétres calculés, cf. annexe IX.
2.4 Vérification de la bonne exécution des regles d’expertise.

La nouveauté de cette chaine analytique réside entre autres dans I'application automatique
d’un certain nombre de regles d’expertise qui ont été paramétrées par les biologistes sur le
middleware MPL. Ces regles, établies a partir de la bibliographie et de I'expérience acquise,
constituent des aides a la vérification technique, et permettent une certaine standardisation
dans la gestion des échantillons patients. Ces regles ne se substituent en aucun cas au
technicien qui valide techniqguement toutes les demandes. Elles s’appliquent a la réception
par 'automate du résultat brut obtenu lors du 1 passage du tube. Elles permettent le
repassage, I'ajout d’analyses induisant un repassage automatique, la suppression d’analyses,
I'ajout de commentaires en regard des résultats sur MPL, la mise en alarme des résultats, la
modification de certains résultats ou encore la création de lame. De nombreuses régles

d’expertises ont été programmées, cf. annexe X.
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La bonne exécution de ces regles d’expertise se doit d’étre vérifiée et fait partie de la
vérification de méthode. Un groupe de travail « informatique » composé d’un biologiste et

es deux techniciens référents informatiques et d’un interne, s’est chargé de ce travail.
desd tech f ts inf t td’ t "est ch d t I

Une fois 'ensemble des regles paramétrées sur le middleware, une série de demandes-test
ont été créées afin de vérifier I'application correcte de ces derniéres. Des copies d’écrans
constituent la preuve de cette vérification. Ces tests ont eu lieu avant la mise en service de la
chaine. Des tests similaires ont lieu a chaque changement intervenant sur le systéme
informatique, comme le passage a une nouvelle version du logiciel. Un tableau Excel a été
élaboré reprenant I'ensemble des regles d’expertise avec les liens renvoyant aux copies

d’écran justifiant ainsi leur vérification.
Exemple : cf. annexe XI.

Au moment du passage en routine, une période probatoire a été réalisée pendant laquelle
une vérification technique en double a été mise en place avec un technicien et une personne
du groupe de travail informatique. Le but était de maintenir une expertise de chaque
demande d’examen pendant le temps nécessaire permettant de s’assurer que le systéme

était parfaitement opérationnel.
3 Conclusion : Rapport de validation de méthode

Comme on I'a vu la vérification expérimentale sur site a pour but de démontrer que la
méthode (couple analyseur/réactif) fonctionne correctement dans les conditions opératoires
du laboratoire et qu’elle donne des résultats slrs pour les patients. Un rapport a été réalisé
pour chacun des paramétres mesurés de ’hémogramme regroupant les performances des
trois modules de la chaine analytique. La cellule qualité a créé un rapport type de
validation/vérification des méthodes quantitatives (réf: 7180-IM-055) en format Excel
inspiré du SH FORM 43 (fiche type quantitatif pour la vérification/validation de méthode) qui
a été utilisé pour I'ensemble des parametres de la numération-formule. Un extrait du
rapport de validation des leucocytes est présenté en annexe XII. |l restera a déterminer les
incertitudes de mesures pour I'ensemble de ces parametres.

Dans I'ensemble, les résultats obtenus ont été jugé conforme aux critéres d’acceptabilité

définis au préalable, et la méthode considérée comme apte a étre utilisé en routine.
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L'ensemble des résultats brut provenant des automates ayant servi a la vérification de
méthode ont été conservé dans des fichiers informatiques. Les numéros des lots des réactifs
et CQl utilisées ont étés consignés ainsi que les noms des opérateurs ayant participé a la
vérification.

Une fois le rapport terminé, le fichier sera converti en format PDF et archivé dans un
emplacement prédéfini par la cellule qualité avec I'’ensemble des rapports de validation de

méthode du laboratoire.
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Annexe Il

Logigramme de la réalisation de la NFS

Réception / enregistrement
des demandes

v

non Urgent
\ 2 2
Module pré-
analytique v oui
| . Passagesurla
" chaine analytique
Applicati
non pp ufatlon
de regles
d'expertise?
+
| oui l
Ajout / Repassage Création lame
2% passage
&
non Création
lame?
¥ oui
Vérification
technique —
partielle
v
Passage sur
I'étaleur/colorateur
Lecture lame par technicien
v
non cellules anormales
— / Lymphocytose /
morphologie des
! 7 .
eucocytes i
Relecture lame avec le
biologiste au microscope
multi-téte
Y
Vérification

technique définitive
¥

Validation biologique

32



Annexe lll; Extrait plan expérimental global pour la numération (7180-IM-062)

Analyses " . . P
Nature Type de . | Type de validation | Service " CEIEES VEAEE Biologiste Planification
méthode | Portée p . ... | Référence du (s) (s)
Examen du ualitatif / rétrospective / Unités réactif Automates sur responsable | responsable | Date d Date d
spécimen quamitaﬂf initiale / partielle HGRL P © P © ;‘,‘; = af.e =
q oui / non ebut in
CELLPACK Elodie
Sang I Validation/Vérification DCL + XN 9000 . DUCLOUX .
GR EDTA quantitatif A initiale 9104 TIL CELLPACK 1/2/3; oui Stéphanie S. Wuilleme | 24/02/2014 | 07/03/2014
PST ROCUET
CELLPACK Elodie
Sang N Validation/Vérification DCL + XN 9000 ) DUCLOUX )
Ht EDTA quantitatif A initiale 9104 % CELLPACK 1/2/3; oui Stéphanie S. Wuilleme | 24/02/2014 | 07/03/2014
PST ROCUET
SULFLYSER + .
CELLPACK Elodie
Hb Sang | o anttatif | A | VAldation/Verification | g 6, | o) DCL + XN 9000 oui DUCLOUX | o \wjilleme | 24/02/2014 | 07/03/2014
EDTA initiale 1/2/3; Stéphanie
CELLPACK ROCUET
PST
CELLPACK Elodie
Plaquettes Sang o Validation/Vérification DCL + XN 9000 . DUCLOUX .
(impédance) EDTA quantitatif A initiale 9104 G/L CELLPACK 1/2/3: oui Stéphanie S. Wuilleme | 24/02/2014 | 07/03/2014
PST ROCUET
FLUOROCELL Elodie
Plaquette Sang - Validation/Vérification PLTF + XN 9000 DUCLOUX .
fluo (PLT-F) EDTA quantitatif A initiale 9104 G/L CELLPACK 213 non Stéphanie S. Wuilleme | 24/02/2014 | 07/03/2014
DFL ROCUET
CELLPACK Elodie
. Sang I Validation/Vérification DCL + XN 9000 ) DUCLOUX )
Plaquetocrite EDTA quantitatif A initiale 9104 % CELLPACK 1/2/3: oui Stéphanie S. Wuilleme | 24/02/2014 | 08/03/2014
PST ROCUET
Elodie
B PP FLUOROCELL
GB Sang | o antitatif | A | VAlidation/Verification | g1, | g | +LyserceLL | XN 2000 oui DUCLOUX | 5 \wyilleme | 24/02/2014 | 07/03/2014
EDTA initiale WNR 1/2/3; Stéphanie
ROCUET
CELLPACK Elodie
Sang o Validation/Vérification o DCL + XN 9000 : DUCLOUX :
IDR EDTA quantitatif A initiale 9104 % CELLPACK 1/2/3; oui Stéphanie S. Wuilleme | 24/02/2014 | 08/03/2014
PST ROCUET
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Examen

Nombre

Nombre

Nombre

A T Critéres R Type Criteres A Critéres
pieat d'échantillon megﬁres date d'acceptabilité RibEal d'échantillon megSres date d'acceptabilité NIREEL d'échantillon megﬁres date d'acc«leptabilité
CQI XN Ricos N CHECK Ricos N CHECK Ricos
GR Bas | CHECK 30 |24/02/2014 | minimal/ | Moyen | Syocuooen | 30 | 24/02/2014 | minimal/ | Haut | Soosicoen |30 | 24/02/2014 | minimal/
CX264998B fournisseur fournisseur fournisseur
CQl XN Ricos XN CHECK Ricos XN CHECK Ricos
Ht Bas CHECK 30 |24/02/2014| minimal/ | Moyen CX2649988 30 |24/02/2014 | minimal/ Haut CX2649988 30 | 24/02/2014| minimal/
CX264998B fournisseur fournisseur fournisseur
CQl XN Ricos XN CHECK Ricos XN CHECK Ricos
Hb Bas | CHECK 30 |24/02/2014 | minimal/ | Moyen | Syoucoce | 30 | 24/02/2014 | minimal/ | Haut | Syocicoen |30 | 24/02/2014 | minimal/
CX264998B fournisseur fournisseur fournisseur
Plaquettes | b %3'53:(5 30 |2a/022014| RICOS fyoven [ XNCHECK | o0 |5 10010014 Ri(':OSI/ Haut | XN CHECK o 1 5410212014 Ri(':Osl/
(impédance) CX2649088 minimal YN | cx264998B minima CX264998B minima
fournisseur fournisseur
Plaguette | .o | ek | 30 | 24022014 Fournisseur | Moyen | XN CHECK | 541 5410212014 | Fournisseur | Haut | XN CHECK | 35 | 24/02/2014 | Fournisseur
fluo (PLT-F) CX2649088 ournisseu YeN | cx264998B ournisseu CX264998B ournisseu
XN CHECK Ricos XN CHECK Ricos
Plaquetocrite Moyen | < o cagosp | 30 | 24/02/2014 m|n!ma|/ Haut | o ociooas | 30 | 24/02/2014 mln!maI/
fournisseur fournisseur
CQI XN Ricos N CHECK Ricos N CHECK Ricos
GB Bas CHECK 30 | 24/02/2014| minimal/ | Moyen | o o0 cocn | 30 | 24/02/2014 | minimal/ | Haut | oo cocn | 30 | 24/02/2014 | minimal/
CX264998B fournisseur fournisseur fournisseur
CQI XN Ricos N CHECK Ricos N CHECK Ricos
IDR Bas | CHECK 30 |24/02/2014 | minimall | Moyen | Syosaooce | 30 | 24/02/2014 | minimal/ | Haut | Syocicoen | 30 | 241022014 | minimal/
CX264998B fournisseur fournisseur fournisseur

34




Fidélité intermédiaire (reproductibilité)

SCWENE  Niveau  Type | Nombre »
a . Période /
concentr d'échanti de I
: Conditions
ation llon mesures
temps
necessaire pour
XN CHECK
GR Bas CX2649988 30 30 valeurs de
CQI (meme
numero de lot)
temps
necessaire pour
XN CHECK
B
Ht as CX2649988 30 30 valeurs de
CQI (meme
numerg de lop)
temps
necessaire pour
XN CHECK
Hb Bas CX264998B 30 30 valeurs de
CQI (meme
_____ - _ _ _ | _ _ _ L _ _ _ [Lnumerodeot)_|
temps
necessaire pour
Pq XN CHECK
o Bas 30 30 valeurs de
(impédance) CX264998B QI (meme
numero de lot)
temps
necessaire pour
XN CHECK
Pg (PLT-F) Bas CX2649988 30 30 valeurs de
CQI (meme
numero de lot)
Plaquetocrite
temps
GB B XN CHECK 30 nzgessla"e pg o
35 | cx2649988 valeurs de
CQI (meme
_____ 41 ] rumerodeloy
temps
necessaire pour
IDR Bas XN CHECK 30 30 valeurs de
CX264998B

CQI (meme
numero de lot)

Criteres Niveau Type Nombre L.
. s . Période /
d'acceptab concentr d'échanti de -
o . Conditions
ilité ation llon mesures
temps
Ricos i
minimal/ Moyen XN CHECK 30 nzgesslalre p(;) o
: v CX264998B valeurs de
fournisseur CQI (meme
numero de lot)
temps
Ricos i
minimall | moyen |XNCHECK |y e de.
: v CX264998B valeurs de
fournisseur CQI (meme
numero de lot) |
temps
RlFos ’ . XN CHECK o nz((:)esslawe p(tj)ur
mln!ma yen CX2649988 valeurs de
fournisseur CQl (meme
U numero de lot)
temps
Ricos i
minimall | moyen | XNCESK oy e
: v CX264998B
fournisseur CQl (meme
numero de lot)
temps
necessaire pour
) XN CHECK
Fournisseur| Moyen CX2649988 30 30 valeurs de
CQI (meme
numero de lot)
temps
XN CHECK . n:c(:)esslalre p(j)ul’
CX2649988 valeurs de
CQI (meme
numero de lot)
temps
F'QI(I:OS ’ . XN CHECK o n:c(:)esslane pgur
mln!ma yen CX264998B valeurs de
fournisseur CQl (meme
_ _ _ |- _ _ _|. _ _ _|"umerodelof) |
temps
Ricos i
minimal/ | moyen | XNCESK oy e
4 CX264998B

fournisseur

CQI (meme
numero de lot)

Critéres  Niveau Type Nombre .
\ > . Période /
d'accepta concentr d'échanti de -
L . Conditions
bilité ation llon mesures
) temps
Ricos necessaire pour
minimal/ Haut CQl 30 30 valeurs de
fournisseur CQI (meme
numero de lot)
) temps
Ricos necessaire pour
minimal/ Haut cQl 30 30 valeurs de
fournisseur CQI (meme
numero de lof)
temps
Ricos necessaire pour
minimal/ Haut CQl 30 30 valeurs de
fournisseur CQl (meme
_ __d___1_ _ _ ] humerodelot)
temps
Ricos i
minimalr | v | NOEX | o e
X CX264998B
fournisseur CQl (meme
numero de lot)
temps
necessaire pour
. XN CHECK
Fournisseur Haut CX2649988 30 30 valeurs de
CQI (meme
numero de lot)
temps
F'Qlt.:os ’ o XN CHECK o nzt(:)esslane pgur
mln!ma lau CX2649988 valeurs de
fournisseur CQl (meme
numero de lot)
temps
F'Qlt.:os ’ - XN CHECK o nzt(:)esslane pgur
mln!ma lau CX2649988 valeurs de
fournisseur CQl (meme
|- — - |- — — _ | numerodelof) |
temps
Ricos i
minimal/ | ve [SNGEK | gy e
CX264998B

fournisseur

CQI (meme
numero de lot)

Critéres

d'acceptab

ilité

Ricos
minimal/
fournisseur

Ricos
minimal/
fournisseur

Ricos
minimal/
fournisseur

Ricos
minimal/
fournisseur

Fournisseur

Ricos
minimal/
fournisseur

Ricos
minimal/
fournisseur

Ricos
minimal/
fournisseur
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Examen

Exactitude

Limite de quantification

Contamination inter-échantillon

Approbation de la planification

- Critéres A faire Aok Critéres A faire e Critéres a
Description o Description g : Description . ... . Rédacteur Approbateur  Date
P d'acceptabilité oui/non P d'acceptabilité oui/non P d'acceptabilité PP
GR EEQ Probioqual non non M. Branger | S.Wuilleme |24/01/2014
Ht EEQ Probioqual non non M. Branger | S.Wuilleme |24/01/2014
Hb EEQ Probioqual non non M. Branger . Wuilleme [ 24/01/2014
Méthode du plus faible passer v cchantlion
N . . pole 7180-IM concentration . . . e m . . .
Pq (impédance) EEQ Prob|0qua| oui méthode des | correspondant & oui ecg:trlgllsogriebeelit gx. Seuil fournisseur | M. Branger . Wuilleme | 24/01/2014
dilutions un CV de 10% répéter 3x
Méthode du plus faible passer un echanilon
. . . pole 7180-IM concentration . . . e m . . .
Pq (PLT-F) EEQ Prob|0qua| oui méthode des | correspondant & oui ecggtrzgllé)griebgit gx. Seuil fournisseur | M. Branger . Wuilleme | 24/01/2014
dilutions un CV de 10% répéter 3x
Plaquetocrite EEQ Probioqual non non M. Branger . Wuilleme | 24/01/2014
Méthode du plus faible p?ﬁ:ftf. L:l,,r)]( 23?:: rglﬂ?]n
GB EEQ Probioqual oui pole 7180-IM | - concentration oui échantillon "bas" 3x. | Seuil fournisseur | M. Branger . Wuilleme [ 24/01/2014
méthode des | correspondant a Cette série est &
dilutions un CV de 10% répéter 3x
IDR EEQ Probioqual non non M. Branger . Wuilleme [ 25/01/2014
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Annexe IV : Liste des paramétres mesurés et calculé pour les automates SYSMEX

Parameéetres mesurés

Parametres calculés

Parameétre unité Calcul
VGM (volume globulaire fl Ht(%)*10/GR(T/L)
moyen)
CCMH (concentration
corpusculaire moyenne | g/dl Hb(g/dl)*100/Ht(%)
en hémoglobine)
TCMH (teneur
corpusculaire moyenne pPg Hb(g/dl)*10/GR(T/L)
en hémoglobine)
VPM (volume fl PCT % *10000/ PLT
plaguettaire moyen) (G/L)
PN % PN(G/L)*100/GB(G/L)
Ly % Ly(G/L)*100/GB(GI/L)
Mono % | Mono(G/L)*100/GB (G/L)
PNEo % PNEo0(%)*100/GB(GI/L)
PNBa % PNBa(%)*100/GB(G/L)
IG % IG(%)*100/GB(G/L)
Réticulocytes GIL Ret%o0 *GR*10%1000

EB

%

EB(%)*100/TNC-N(G/L)

Parametre unité | Principe mesure
GR (globule rouge) | T/L Impédance
Ht (hématocrite) % Impédance
Hb (hémoglobine) g/dl | Spectrophotométrie
. IDR (indice de % Impédance
répartition des rouges
PLT-I .
(plaquette impédance) GIL Impédance
PLT-F
(plaguette mode fluo) G/L CMF
Plaguetocrite % Impédance
GB (globule blanc) | G/L C.M.F
PN (Polynuglealre GIL C.M.E
neutrophile)
Ly (Lymphocyte) G/L C.M.F
Mono (Monocyte) G/L C.M.F
PNEo ( F_’olynl_JcIealre GIL C.M.E
Eosinophile)
PNBa ( Polynuclealre GIL C.ME
basophile)
IG (Immature % C.M.E
granuleux)
EB (erythroblaste) G/L C.M.F
Réticulocytes G/L C.M.F
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Annexe V : extrait analyse de risque hémogramme automatisé.

Imprimé
p 7180-IM-033
ANALYSE DE RISQUE
Processus : Assurance Qualité - Analyse des risques a priori 26/11/2010
Rubrique de classement interne au service : v:/Biologie/Qualité/Documents Qualité
Laboratoire : Hématologie Analyse/méthode étudiée : NFS - chaine Sysmex

Valérie Le Page, Stéphanie Rocuet,

Pascal Verdier, Soraya Wuilleme,

Elodie Ducloux, Florent Kraske,
Date de mise a jour : 98/09/2014 Participants : Marine Branger

ETAPE 1 : Réception / prétraitement des échantillons

Action corrective ou
5M Mode de défaillance Effet Cause Détection Moyen de maitrise existant | E* [G*|D*[ R préventive proposée

Analyse de risque préanalytique détaillée dans le document "Analyse de risques L2R" (laboratoire de réponse rapide) partie Préanalytique (contrble a réception - enregistrement - Etiquetage - Traitement pré-
analytique des échantillons (RSA sans centrifugation; pas de passage RSA pour la filiere "urgent”)).

Les recommandations pour le prélévement (nature du tube, délai, préconnisations) sont détaillées dans le manuel de prélevement en ligne du laboratoire. En cas de prélévement non conforme, celui ci est géré
selon le mode opératoire du laboratoire "gestion des non-conformités au CRTE" (9293-MO-100) et le mode opératoire "saisie d'une non conformité majeure en hématologie" (9240-MO-001).

Cas de la nuit ?

Perte étiquette: pas de lecture code barre,
Matériel Etiquette Dxlab mal collée Analy;es non re’allsegs Colle QEfggtueuse/ Controle visuel Vérification systématique 5] 5[ 2 50|Formation personnel CRTE
Probléme de préhension du tube: perte du tube, Mauvais étiquetage sur chaque tube
endommagement de l'aiguille.
Vérification systématique de
la quantité pour chaque tube.
Matiéres Quantité insuffisante (< 1 ml) Pas d'analyse possible / résultat erroné prélevement insuffisant Controle visuel Si quantité insuffisante: 71 5[ 2 70
passage en manuel (bouchon
ouvert sur le XN)
Vérification systématique de
Matieres Presencle _de ‘mlcrocalllot dans les Résultats erronés / bouchage aiguille diverses : prélevement difficile... |Contréle visuel rabsence de mlcrocalllot. 7] 10{ 2| 140
tubes pédiatrique avant analyse pour les micro
tubes.
Absence d'agitation manuelle des
rack de tub n mode auto et . A~ . .
. PP N . . ?C .de. ubes e de auto e Possible a la validation Formation/habilitation A préciser dans le MO
Main-d'ceuvre  |Homogénéisation incompléte rendu de résultat erroné. d'agitation manuelle du tube . X . - 2l 5[ 2
- . technique/biologique ? technicien
environ 10 fois avant passage
manuel.
Consultation du bon de
Main-dceuvre /]\cceptAallon (?gm’n d'analyse sur Absence de résultat / résultat erroné Pas de venﬁ’c?llon de la date et Controle visuel cllemande pm]nr\connanre ol 7l 2 28
échantillon périmé (>24h) heure de prélévement I'heure de prélevement (refus
d'analyse si délai dépassé)
Formation personnel
Erreur lors de I'enregistrement de Contrdle visuel/appel du Formation / habilitation CRTERajout d'une régle
Main-d'ceuvre |Analyse spécialisée non réalisée (ex MOL)  |Absence de résultat I'échantillon (CRTE) senice pour résu?tpats CRTE 7| 5| 5| 175|dexpertise: rajout test
Ex: MOL nécessite une formule P FORMULE quand COMOL2
développé.




ETAPE 2 : Analyse des échantillons sur automate (chaines XN, XE, XS)

Action corrective ou

5M Mode de défaillance Effet Cause Détection Moyen de maitrise existant F|G*|D*| R . N -
préventive proposée
Suivi des maintenances sur MPL
Matériel Suivi des maintenances Opeérations de maintenance
(aug:ate) Absence de maintenance Encrassement des automates / pannes Maintenance oubliée / reportée sur MPL (quotidienne, hebdomadaire, 2| 5[ 2| 20
mensuelle) décrites dans les modes
opératoires
Passage des CQI a fréquence
définie quotidiennement :
Vetsric divers - 9240-DI-042 (XS, XE)
(aug:ate) Dérive de l'automate Absence de résultat, résultat erroné (absence maintenance, CiQ - 9240-M0O-243 (XN) 5| 5[ 2| 50
vieillissement)
Passage de CQIl avant et aprés
maintenance
Matériel Probléme transmission des résultats de . . . 5 . . A Vérification des connexions Vérification des connexions
" . ! R Résultat erroné / tronqué Probléme informatique Contréle visuel e . 2l 7 5 70]. . .
(informatique) |I'automate vers le middelware a linstallation informatiques (période?)
Matenel ) Indisponibilité d'un ou plusieurs postes MPL Absence de re_alls_auon dgs analyses/ Problgme informatique Visuel Installation d'un poste de secours s| o 2 20
(informatique) pas de transmission de résultats (ex: disque dur) (7180-M0-035)
Matériel Absence de réalisation des analyses/ Procédure dégradée informatique
(infs:fﬂtique) Connexion / MPL/ SIL (Dxlab) as de transmission de résultatsydans Dxlab Intervention technique Visuel (enregistrement sur le 5 2[ 2[ 20
p middleware)(7180-PR-031)
Conditions environnementales du
Milieu fonctionnement de l'automate non respectées: |Dysfonctionnement de la chaine conditions environnementales Visuel Automate dans salle climatisée 2l 2 2 8
Température (15°C-30°C)
Conditions environnemtales du
Milieu fonctionnement de l'automate non respectées: |Dysfonctionnement de la chaine Panne électrique Visuel Automate sur réseau ondulé 2l 2 2 8
Electricité
Formation - habilitation
MO pour recherche d'un caillot (9240
- S MO-154)
" 4 . . . . . y - . Vigilance a la rification
Matieres (tube |Présence caillot / Prélévement hémorragique /| _, . Prise d'essai inadaptée/ . P
Résultat erroné K analytique (antériorité/ _— 7| 10[ 2| 140
EDTA) lactescent Interference analytique . MO pour substitution du plasma en
resultat abbérants/ CCMH) " A
cas d'échantillon
lactescent/hémorragique (9240-MO-
153)
Gestion des stocks de réactifs par
Matié Altération de la qualité du réactif et Gesstock
eres Utilisation de réactifs périmés, mal conserés " q, Mauvaise gestion des réactifs CiQ Tracabilité des lots et des 2| 5[ 2| 20
(réactif) de la qualité de l'analyse . : Ak .
péremptions gérés par l'automate
(code-barre)
Gestion des stocks de réactifs par
Gesstock
Suivi des consommations de réactifs
Matieres Rupture de stock des réactifs Absence d'analyse Pas de gestion de stock visuel par automate (9240-MO-248 (XN); 5| 5[ 2| 50

(réactif)

9240-MO-077 (XE); 9240-MO-079
*s)

Dépannage par laboratoire woisin si
besoin
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Non maitrise de la

Oubli de passage du CIQ
Démmarage ou poursuite de la

Formation - habilitation
Passage des CQI sur XE, XS et XN

Formalisation de la conduite

Validation biologique

014), leucocytaires (9240-PR-030 et
013) et plaquettaires (9240-PR-031
et 015)

Méthode estion des CI Risque de rendre des résultats erronés . Alerte sur IPU / MPL P 7 70(a tenir en cas de CQI non
9 Q q production avec un CIQ non détaillés dans les MO (9240-MO- conforme Q
conforme 230; MO-081 et MO-243)
Régles d'expertises modifiées
Méthode (repasse, rajout d'analyse) Résultats erronés ? Résultats incomplets Abserlce del\alldat!on initiale POSSI.b|e a Ig \rcxlfdatlon V’a!ldatl.on des régles et 7 70
(Repasse: Hb < 8 g/dI, Pq < 20 G/L, CCMH des régles d'expertise technique/biologique \érification
haute, GB bas)
. Regles d'expertises non validées . . . . Absence de validation initiale Possible a la validation Modification possible des regles
Méthode X Ny Résultats erronés ? Résultats incomplets R . . X X . . . 7 70
(repasse, rajout d'analyse) des régles d'expertise technique/biologique uniquement par les administrateurs
Formation et habilitation du
personnel pour l'utilisation des
automates suivies et validées :
L e T Erreur lors de la réalisation des étapes Formation incompléte, probleme | . - 9240-IM-121 (XN)
Main-d'ceuvre [ Défaillan ns le pr habilitation visuel 1 A
! o éfaillance dans le processus dhabilitatio analytiques: retard, absence d'analyse organisationnel sue - 9240-IM-128 (XE/XS) 0 0
Mode opératoires d'utilisation des
chaines Sysmex disponibles
Formation - habilitation
Procédures de validation des lignées
Vérification formule manuel hre i 240-PR-027
Main-d'ceuvre  |Vérification analytique inapropriée Rendu résultat non conforme Erreur humaine erification formule manuel |erythrocytaires (9240 027 et 10 40

Pour chaque défaillance on évalue la fréquence (F), la gravité (G) et la détection (D), en tenant compte des moyens de prévention déja en place. Une
échelle est proposée avec la matrice de I'analyse de risque. L'échelle de cotation va de 1 a 10, avec 4 cotations possibles :
F = Fréquence
Occurrence ou risque d'exposition faible
Occurrence ou risque d'exposition moyen
Occurrence ou risque d'exposition fréquent
Occurrence ou risque d'exposition permanent

2
5
7
10

G = Gravité

2
5
7
10

Perte de temps, perte de réactif
Impact empéchant de rendre le résultat

Risque de résultat erroné

D = Détection

2 Détection facile, I'opérateur pourra corriger

5 Détection possible, mais risque que I'opérateur ne la voit pas
7 Détection difficile

10 Pas de détection possible

R (risque) =F*G*D

(l'intitulé peut étre modulé en fonction de I'analyse étudiée)
Pas d'impact sur I'analyse
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Annexe VI :

Intervalles de référence des parametres de la numération formule en fonction de I'age :

R Ht Hb WVEM TCMH CCMH DR Plaguattes VEM EB
Categories dage
T % =El L s zidl % Gl L Gl
Nowwssu-nd | 351-543 | 434-575 | 141-215 | 2965114 o1
2j 3EL-E1 406541 | 1383221 25115 3238 15-18 E7-1LE 0032
7 378517 | 382-827 | 1352138 22-112 .
B-14j 37-5.57 357-585 | 123-18% | BES-110 30-37.5
14-17 2121
15j31meois | 311-5156 | 302-48.4 | 10B-17.2 | BE5-108 18-365
2 mais 308-435 | 273412 97-135 | 805101 17-335
B5-114
TiEmois 32248 27.2-414 | 27131 75-22 255285
12-14.5
150-400
Tmoisd2ans | 404-53 306-42,2 | 103-137 71-83 23.5-28
31536 B4-10.7 [+]
3i6ans 412-531 | 325425 | 111-13% 72,5-85 24-28
Fillans 412-531 | 332-422 | 113144 75-88 15285 12,0-14.0
1 BE-1LE
124 15ans 414-553  347-467 11816 | 775825 16.5-31
Aduite famma 41-51 36-47 12,0-160 BO-2E 26-32
32-36 12-14.5 74-117
Aduits homme | 4.5-58 40-52 135-17.5 BO-ZE 26-32
RETICULDCYTES |G/
IETL 12 JES n s IE 7 JBAML4 | J15312ans | 13316ans | Adulte
\““’5';& F 1E0-300 | 1B0-325 | 170-323 | 125-280 o0-235 £5-200 50-180 20-100 1585 25-100 25-100
POLYNUCLEMRES POLYNUCLEMRES POLYNUCLEMRES
CATEGDRIZS LEUCoLTE NEUTROPHILES EDSINDPHILES BASDPHILES LAMPHOCTTS MONDLITES
CrAGE
GfL G Gl G G G
Molwezi-ne 2,1-30 525 2-5.7
1j 11,.2-27 413 55
2i 78225 316 58
04-3
3j 52-17.1 311 54
437j 53174 1535 B
B314j 73165 1-23 324
153 1 mois 7.1-152 1-4% 3,5-10,2
« 08 « 0.2
2 maois 54-125 1-47 3,7-105
335 mois 7.5-157 1-55 35111 0315
7 mois3 2ans 54-16.4 1572 25102
3aEans 5136 153 15873
Fil2ans 4312 1,577 1.7-51 031
133 16ans 45-10 1576 13-43
Aduilte 4-10 1.7-75 0,04-0,5 00,06 1,5-4 0.15-0.2
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Annexe VII

Description de la méthode pour la_mesure des hématies, de I’'hémoglobine et des leucocytes

Amalyte f - .
Mesurande - Globules rouges Himaglobine Globules blancs
PFrincipe de Ta Impidance
HMETUrE o

Epectrophotemdtric

Cytamitric en Flux

L passage die cellules en suspension dans un liquide
conductenr [ principe de Focalization
kydrod i 3 rol Fize calibri] i

¥ q
travers un orifice modifie la résistance électrique
enkre dewx Electrodes, Cekte variakion d'impddance
wsk enregiskrée sous Ferme d'impulzions Guand un:
cellule coupe le champ éleckrique cela enkraine:
" une diminution de la conductivied
* I'augmentation de la résistance lectrique

Mléthode du Lauryle Sulfate de Sodium [ELE].
Le 5LE détruik les membranes dez globules rauges ot
libére 'hémoglobine, Le réackif L% z¢ combine alors avee
I'hémoglobine pour Former un hémichrome stable. La
concentration cn hémaglobine est ensuike quantifide par
colorimitric en utilizant un phokomdtre 3 Filkre.

AMALYTEE CELLULAIRE TRIDIMEMEIOMMELLE:

= fluarescence [EFL): information selon le contenu en
ADMMARN de [ cellule.

= petit angle [FEC] : information zur la taille de 12 cellule.
= grand angle [SFC): information sur la structure de la celluly
L Lyzercell "WHR Ipze les GR, PLT et le cytoplazme des GE
[exceptd les bazophiles qui restent inkacks].
Le Fluarocell WhP marque les acides nucléiques des GE ot

dez MREC.
Mithode de Le nombre d'impulsions enregistrd correspond au .
[E— passage des cellules. La haukeur des impulsions est - v 2
proportionnells auvolume de la cellule détectde d'od ] F
identification. o — 5 — iy
L] ' i i G
™ =]
Lo SR R TR
Trp= d_tt!iltl“ﬂ-l Fang total Zang takal Eang takal
primaire :
Type de récipient,
Additifs - EOTA EDTA EDT A
Pritraitement de

I"échantillon -

Unités -

Agitation des tubes par retournement

Terall

Agitation des tubes par rekournement

Agitation des tubes par retournement

gidl

GiL

Intervalles de
referemce -

Codage C.HN.B_ -

Diccument: 3240 - 0Ol - 136
“Intervalles de rdférence de la numération globulaire
ek plagquettaire en Fonction de 'Sge”

Diocument: 3240 - Ol - 136
"Intervalles de référence de la numdration globulaire ot
plaquettaire en Fonction de I'ige”

Diocument: 3240 - Ol - 136
“Intervalles de rdférence de la numdration globulaire ot
plaquettaire en Fonction de 'ige”

Inst E- Madule XMN10 sur chaine 2MN-3000 de 2YEMEX] | Module XM10 sur chaine XMN-3000 de Y EMEX[ n'serie: Pladule XNI0 sur chaine XR-3000 de 2V EMEX] n'serie:
mELrRmERL - nserie: 136221 13621 13620 | 136228 13621! 13620 ) 13622 13621 13620 )
Ht‘frt-f:t_d. Cellpack Fulfelyzer Flugracell "wWhE ot Lyserocll WNR
reackif -
MatErian
d Etalonmage
Raccordement M& usun P,
mitrologigue
e 'I."pt _ [y aucun Rl
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Annexe VIII

Schéma des comparaisons de méthode effectuées

Site HN HED2100

Site HD

XN 1

ouvelle chain 5/

Chaine transitoir

| Ancienne chaine

Légende:

Comparaison effectuée
Automate référent

Mode manuel
Mode automatique
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Annexe IX

Vérification des parametres calculés

XN1/dossier 141702117 (EEQ-14HDFO03) XN2/dossier 141702120 (EEQ-14HDFO03) XN3/dossier 141702123 (EEQ-14HDFO03)
Parametre Calcul
. Valeur automate | Valeur calculée Conforme Valeur automate | Valeur calculée Conforme Valeur automate Valeur calculée Conforme
Oui/Non Oui/Non Oui/Non
36,8*10/3,90 37,0*10/3,96 36,8*10/3,92
o/ 1% 2 ) ) ) 2 )
VGM (fl) Ht(%)*10/GR(T/L) 94,4 =944 (e} 93,4 =934 0 93,9 =939 (e}
CCMH (g/dl) Hb(g/dl)*100/Ht(%) 32,3 11,97100/36,8 (e} 31,9 11,8*100/37,0 0] 33,2 12,2*100/36,8 (e}
g g ° 4 =323 ’ =31,9 ! =33,2
11,9*10/3,90 11,8*10/3,96 12,2*10/3,92
* , ) , ) , )
TCMH (pg) Hb(g/dl)*10/GR(T/L) 30,5 =305 (e} 29,8 =298 0 31,1 =311 (e}
* * *
VPM (fl) PCT % *10000/ PLT (G/L) 1 0,26*10000/238 N 10,8 0,26*10000/255 N 1,1 0,27*10000/261 N
=10,9 =10,2 =103
* * *
PN (%) PN(G/L)*100/GB(G/L) 60,4 2,80*100/4,64 o 62 2,75*%100/4,44 0 613 2,83*100/4,62 o
= 60,4 =62 =61,3
1,1*¥100/4,64 0,99*100/4,44 1,04*100/4,62
o * ) , A , )/ )
Ly (%) Ly(G/L)*100/GB(G/L) 23,7 =237 (e} 22,3 =223 0 22,5 =225 (e}
0,5*%100/4,64 0,49*100/4,44 0,53*100/4,62
0, *
Mono (%) Mono(G/L)*100/GB (G/L) 10,8 =108 o 11 =110 ] 11,5 =115 (e}
* * *
PNEO (%) PNEO(%)*100/GB(G/L) 45 0,21*100/4,64 o 38 0,17*100/4,44 o a1 0,19*100/4,62 o
=45 =3,8 =4,1
* * *
PNBa (%) PNBa(%)*100/GB(G/L) 0,6 0,03*100/4,64 0 0,9 0,04*100/4,44 0 0,6 0,03*100/4,62 )
=0,6 =0,9 =0,6
* * *
1G (%) 1G(%)*100/GB(G/L) 0,2 0,01*100/4,64 o 0,2 0,01*100/4,44 0 0,2 0,01*100/4,62 0
=0,2 =0,2 =0,2
3 15,9*3,96/1000 16,0*3,92/1000
Ret (G/L) Ret%o *GR*10 /1000 NA NA NA 0,063 0,063 0] 0,0627 0,0627 (e}
0,02*100/3,90 0,01*100/3,96 0,02*100/3,92
EB (%) EB(G/L)*100/RBC(T/L) 0,4 Zos N 0,2 Zo2 0 0,4 o5 N
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Annexe X : Régles d’expertises :

Paramétres des GR
Hb IDR VGM
i :
v ‘ IDR218sans | | ant ge com1 de — : >105 et
Hb < 8 g/dL non connue antériorité Moins de 30, < valeur selon age | | > 105 sans ceMH <30
Ouatos Variation Hb > 3 g/dL Ouant>18 Sans antériorité antériorité i
an Variation > 10%
Ajout Ret Alarme “Vérifier identité patient’ p Y
Repassage Num Sur les GR ] Lawe (MO | [ atie ¥ dare Comi it | Lne MO) Alarme ‘Veérifier identité
patient”
Sur les GR
CCMH Retic
Variation de CCHM > 40 CCHM 2 36,5 2100 G/l sans ant J Scatt anormal des retic I Enfant < 15j
CCHM > 6% Et<40 Ou ant < 100 | '
3l W \L | L' W
Message ‘Vérifier échantillon’ Num en rouge Num et Form en rouge W Alarme ‘Faire lame non colorée’ Retic 1 fois
Sur CCMH Message ‘Mettre tube 3 37°C sur Hb Ajout Retet Lame Sur Retic%
commentaire ‘A supprimer’ ComH3 et 4
Sur Retic%%
NRBC% > 10 Alarme ‘Turbidité’ fo Fragments(FRC%) Alarme ‘Fragments’
1 Alarme ‘Agglutination des GR' T _— [
| Lame (MOH) . b
Alarme “Vérifier graphe NRBC' - Sl _ ;
sur les GB Num et Form en Rouge Shi
Message ‘Mettre tube 3 37°C sur Hb Lame e
(MOH-+PAY) A3
(MOH+PAV)
Leucocytes (GB) GB
GBz1G/l GB = 206G/l et GB<4G/let GB < 4 G/l sans GB = 100 et < 300
etant<1 ant < 20 ou sans ant ant >4 antériorité CCMH <32
PR I—
Tdansla || GB<0,5 et NRBC — :
o ou NRBC% = ———- i Ajout formule Mettre Num et Form en Mettre Num et Form en
Ak Message ‘Corriger la Message ‘Repasser aprées
IT dans NRBC lignee des rouges’ dilution’ en regard de la
en regard de la case GB case GB
Alarme ‘Résistance Alarme Scattergramme Ne-SSC < 141 et
& lalyse des GR' Anormal des GB Hb < 11 ou mono > 1

Message ‘Contoler
GB sur DIFF' sur GB

Lame

Lame
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Regles d’expertises (suites)

Formule
Neutro Lymphocytes Monocytes Eosinophiles Baso G
Neutro en alarme Alarme Lympho Atypique 22 G/l ou 20% | > 0,8 G/l ou 20% | | >15% | >1,9% | | 2 5% | 0.5a4,9% | | <0,5% ]
basse Abnormal lympho/lymphablaste |
(dépend de I3ge) Lymphoctes (VA ou %) en 1 1 W | ]
Diminution neutro alarme haute ou basse La Al o La' L - -
gt kGOl Form er:fou e e r:n:: Eo‘s};;o’ Form e:‘fou e || Form aerfnu e Rendre 0%
Alarme ‘Blastes’ Ly=46/| 3 Eurpl‘es — e £
Ly 2 4 G/l sans antériorité et
age »13ans Rendre les IG

T Alarme ‘Déduit du Neutro%’

Sur les 1G%
Lame Lame
Form en rouge Form en rouge

| Lymphocytes basophiles (HFLC3%) > 2 |

Lame

Plaguettes

Alarme ‘Plaquettes agglutinées’ PLAQ < 150 sans Ant PLAQ = 500 et
Ou ‘Scattergramme anormal des PLT” |

En regard de la case PLAQ
PLAQ < 150 et ant 2 150
Antériorité de SUP150, INF150 ou SUP400

ComP1 de VPM 2 13 et ant < 13 ou sans ant
ant < 500 ou pas d'ant moins de 30 [

r \

Ay v
Ajouter lame

Ajouter Formule Ajouter lame Mettre * Lame (MOP)
Mettre formule et Et lame dans ComP1

VPM en rouge
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Annexe Xl

Exemple de vérification d’'une regle d’expertise portant sur les polynucléaires éosinophiles :

Testen production (depuis Test en production (aprés modif
Condition Action 12/03/2014) 07/04/2014: changement version de Date | o tejustificatif | _oiorence
middleware) modification justificative
Testéle | N°dossier Validé Testé le N° dossier | Validé
Eosino 2 0,8 ouEosino%220 | “JOUT |15 0301420710676 oK 07/04/2014 | 140070162 | OK Seuilplus strict | e 561
lame que GFHC

€ -+ H
- C & E < o0 & d mhee il S
- GB == 5] o7 0314 17 EL o5/
Curl3E = 2l DT/03A14 " :
H = GR | 2=l Gl 070214 ZEZ OB e P =(L8 e ol a0l =20 o
0 Ha Bl Bl 07r0314 B.7 ©5 | Erihio y P rd4d-c H
H = Hees =4 El 07 03014 256 L) [Enshini="
b= WGM = =] 07,03 14 6.5 o5
- CoMH = 2l 07,0314 117 05y [Enslbwasl="facri
TCMH = =l 07 03514 I1.2 05 . I
[} = B . 07r03714 224 os, | HE [COMp ANTIIZICIALE 2
- PLAQ = =] 0703714 383 05
:f'm'P‘ 2 ; 07F0Ar14 ; - e, Mice en "ksile" par difaul de loug bz commentai
- 07014 35 nss -
[ -] 0T 0AS14 "
IG% Ll 2M4031210:3456 M2 H
= LAME]] AFcm] 4
= 5 '
1G4 85 Ma pas endie s 16 o Doguer la fomu
5 . I=
H  HewwaX <o = =] 70.0 07/03r14 55.5 .
B - % alto = = k%] D Hetakewk 1 AMEIMIIEIESE 2N
Mere Aafen =i ] 17.0 0703714 155 [M=taieull=
Ensinal fEo = ] [ 07403714 E.0 . .
Basas g = = 14 470141 5 [Mtahieut]-4ueun
h = Meaho 11.53 (= ] aF 014 9EE HMone 2 2014031210:34.56 SN2 H
B o= fompie .58 =1 H 07 014 071 +[LAME[:]IAFcm]<=
H &4 taar 1.7 =] B oTr03rie 2 7E
- Foatg 044 = [] i =E g Mo =200 o0 2= 0 |aie e lams
- e 0-00 = 8 e 1 NSN3 I0HGE HIH
S - :;.n g g Iy ikl
1G5 & [oo =] B 1] Myt
L 1G5IL K] = B :
i alm = E 3 rEas B Heuiro 2 ANA0IZILILEE FMIH
Al [ E STAINOE.  |07e0Erid - [FHF
coue. S - . ; . SiFermule prévarvs e el dans s sasuba ]
BlusdeHis 1 Salan = = . aTsnasie 170
= 11 Rigiss spplipbes

Dans cet exemple, lors du premier passage |'automate a rendu 6.5 % de PNEo soit 0.95 G/L donc > 0.8 G/L ce qui
doit déclencher la création d’une lame pour vérification au microscope.



Annexe Xl : Rapport de validation provisoire des globules blancs :

@
y ___ =

NTRE HOSPITALIER
UNIYERSITAIKE DE NANTES]

IMPRIME Diffusion par :
Rapport de validation de méthode quantitative PHU 07 -
BIOLOGIE

Processus : Analytique

Date d'application : aolt-13

Entité :

Hématologie

Unité :

Référence :
9102

1- METHODE EVALUEE

Indice de version :

Date :

Motifs de la création / modification:

Vi

Validation initiale

Analyte / Mesurande :

Globules blancs

Principe de la mesure :

Cytométrie en flux

Méthode de mesure :

ANALYSE CELLULAIRE TRIDIMENSIONNELLE:

« fluorescence (SFL): information selon le contenu en ADN/ARN de la cellule.
« petit angle (FSC) : information sur la taille de la cellule.

« grand angle (SSC): information sur la structure de la cellule.

Le Lysercell WNR lyse les GR, PLT et le cytoplasme des GB (excepté les
basophiles qui restent intacts).

Le Fluorocell WNR marque les acides nucléiques des GB et des NRBC.

Type d'échantillon primaire :

Sang total

Type de récipient, Additifs :

EDTA

Prétraitement de I'échantillon :

Agitation des tubes par retournement

Unités :

G/L

Intervalles de référence :

Document: 9240 - DI - 136
"Intervalles de référence de la numération globulaire et plaguettaire en fonction de
l'age”

Codage C.N.Q. :

/

Instrument :

Module XN10 sur chaine XN-9000 de SYSMEX( n°serie: 13622/ 13621/ 13620 )

Référence du réactif :

Fluorocell WNR et Lysercell WNR

Matériau d'étalonnage /
Raccordement métrologique

NA

Type d'étalonnage :

NA

2- MISE EN OEUVRE

Opérateur(s) habilité(s) ayant

réalisé la vérification / validation :

Elodie DUCLOUX; Stéphanie ROCUET; BRANGER Marine

Procédure de validation

Méthode adoptée : 7180-PR-022

Procédure de gestion de la portée

flexible 7180-PR-026
Pour évaluation initiale
du: 24/02/2014 au: 07/03/2014| (répéta-comparaison de
Période d'évaluation : méthode)
du: 24/03/2014 au: 08/04/2014 Reproductibilité
Date de mise en service : 12/03/2014

3- MAITRISE DES RISOUES

Etude AMDEC (cf. 7180-IM-033)

(| Etude simplifiée (cf. ci-dessous)
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4- EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

REPETABILITE XN 3 (13622)
. Nombre Moyenne | Ecart-type B CV (%) CV (%) .
Echantillons N) GIL GIL - CV (%) fournisseur limite Conclusion
. CQllevel 1

Niveau 1 30 3,00 0,05 1,64 NA 6,41 Conforme
lot 4041

Niveau 2 | CQllevel2 30 6,88 0,08 1,15 3,06 6,41 Conforme
lot 4041

Niveaus | CQ'levels 30 16,35 014 0.83 3,06 6,41 Conforme
lot 4041

Conclusions :

Les données de répétabilité sont conformes auxlimites acceptables (fournisseur+ RICOS).

REPETABILITE XN 2 (13621)

. Nombre Moyenne Ecart-type CV (%) CV (%) .
Echantillons CV (% . o Conclusion
(N) G/L G/L h 9 fournisseur limite
" CQllevel 1
Niveau 1 30 2,99 0,05 1,63 NA 6,41 Conforme
lot 4041
Niveau2 | CQ'level2 30 6,87 0,08 1,14 3,06 6,41 Conforme
lot 4041
Niveaus | CQllevels 30 16,19 0,13 0,78 3,06 6,41 Conforme
lot 4041

Conclusions :

Les données de répétabilité sont conformes auxlimites acceptables (fournisseur+ RICOS).

REPETABILITE XN 1 (13620)

. Nombre Moyenne Ecart-type CV (%) CV (%) .
Echantillons CV (% . L Conclusion
(N) G/ G/L ] (9 fournisseur limite
. CQllevel 1
Niveau 1 lot 4041 30 3,01 0,06 1,93 NA 6,41 Conforme
Niveau 2 | CQllevel2 30 6,85 0,13 1,84 3,06 6,41 Conforme
lot 4041
Niveaus | CQllevels 30 16,27 0,16 0,97 3,06 6,41 Conforme
lot 4041

Conclusions :

Les données de répétabilité sont conformes auxlimites acceptables (fournisseur+ RICOS).

EIDELITE INTERMEDIAIRE = REPRODUCTIBILITE 13622 (XN3)

. Nombre Movenne | Ecart-tvpe CV (%) CV (%) .
~ - 0,
Echantillons (N) G/L G/L CV (%) fournisseur limite Conclusion
. CQllevel 1 3,99 (Si
Conf
Niveau 1 lot 4041 30 3,03 0,05 1,7 >4G/L) 8,55 nforme
Niveauz | CQllevelz 30 6,84 0,11 1,6 3,99 8,55 Conforme
lot 4041
. CQllevel 3
Conf
Niveau 3 lot 4041 30 16,36 0,18 1,1 3,99 8,55 nforme

Conclusions :
Les données de reproductibilité sont conformes auxlimites acceptables (fournisseur + RICOS).

EIDELITE INTERMEDIAIRE = REPRODUCTIBILITE 13621 (XN2)

. Nombre Movenne | Ecart-tvpe CV (%) CV (%) .
- 0,
Echantillons (N) G/L G/L CV (%) fournisseur limite Conclusion
. CQllevel 1 3,99 (Si
Conf

Niveau 1 lot 4041 30 3,01 0,05 1,6 ~4G/L) 8,55 nforme
Niveauz | CQllevelz 30 6,80 0,08 1.2 3,99 8,55 Conforme

lot 4041
Niveau 3 CQtlevel 3 30 16,19 0,19 1,2 3,99 8,55 Conforme

lot 4041

Conclusions :
Les données de reproductibilité sont conformes auxlimites acceptables (fournisseur + RICOS).

EIDELITE INTERMEDIAIRE = REPRODUCTIBILITE 13620 (XN1)

. Nombre Movenne Ecart-tvpe CV (%) CV (%) .
- | 0,
Echantillons N) G/L G/L CV (%) fournisseur limite Conclusion
) CQllevel 1 3,99 (Si
Conf
Niveau 1 lot 4041 30 3,05 0,06 2,0 >4GIL) 8,55 nforme
" CQllevel 2
Niveau 2 lot 4041 30 6,84 0,11 1,6 3,99 8,55 Conforme
Niveaus | CQllevels 30 16,31 0,20 1.2 3,99 8,55 Conforme
lot 4041

Conclusions :
Les données de reproductibilité sont conformes auxlimites acceptables (fournisseur + RICOS).
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EXACTITUDE XN3 (13622)

Cas des controles externes ponctuels
Nombre Moyenne - -
GaERaE valeur Moyenne gér?érale Z-score Z-score Biais (%) Biais (%) Biais (%) |Conclusi
ki Labo (groulpe de (toutes (grou.pe de (tot_ltes lgroupe de /m,oyfenne limite on
TS pairs) TS pairs) techniques) pairs générale
Echantillon
CQE 74/1013 249 24,58 24,62 0,4 03 1,30 1,14 73 Conforme
n°14HDO01
Echantillon
CQE 72/1011 21 2,05 2,07 0,7 0,2 2,44 1,45 73 Conforme
n°14HD02
Echantillon
CQE 741994 3,14 3,10 3,18 0,5 -0,2 1,29 -1,26 73 Conforme
n°14HD03
Echantillon
CQE 74/994 9,15 9,11 9,33 -0,4 0,1 0,44 -1,93 73 Conforme
n°14HD04
Echantillon
CQE 42/361 4,62 454 4,43 0,6 0,9 1,76 4,29 73 Conforme
n°14HDF3
Conclusions :
Biais conforme aux spécifications attendues (critere Ricos optimal retenu par l'organisme EEQ ProBioqual)
EXACTITUDE XN2 (13621)
Cas des controles externes ponctuels
Nombre Moyenne - -
groupe de Valeur D gér?érale £score Zscore Biais (%) SESEE Biais (%) [Conclusi
e — Labo (groulpe de s (grou.pe de (tot_ltes lgroupe de lm,oyrenne limite on
S pairs) DS pairs) techniques) pairs générale
Echantillon
CQE 74/1013 23,97 24,58 24,62 -0,8 -0,8 -2,48 -2,64 73 Conforme
n°14HD01
Echantillon
CQE 72/1011 1,98 2,05 2,07 -0,8 -0,7 -3,41 -4,35 73 Conforme
n°14HD02
Echantillon
CQE 741994 3,01 3,10 3,18 -1,1 -0,7 -2,90 -5,35 73 Conforme
n°14HD03
Echantillon
CQE 741994 9,41 9,11 9,33 05 0,2 3,29 0,86 73 Conforme
n°14HD04
Echantillon
CQE 42/361 4,44 454 4,43 -0,7 0 -2,20 0,23 73 Conforme
n°14HDF3
Conclusions :
Biais conforme aux spécifications attendues (critere Ricos optimal retenu par l'organisme EEQ ProBioqual)
EXACTITUDE XN1 (13620)
Cas des controles extemes ponctuels
Nombre Moyenne - -
groupe de Valeur D e gér?érale score Zscore Biais (%) SESEE Biais (%) [Conclusi
e — Labo (groulpe de (toutes (grou.pe de (tot_ltes lgroupe de lm,oyrenne limite on
TS pairs) TS pairs) techniques) pairs générale
Echantillon
CQE 74/1013 247 24,58 24,62 0,2 01 0,49 0,32 73 Conforme
n°14HD01
Echantillon
CQE 72/1011 2 2,05 2,07 -0,7 -0,6 -2,44 -3,38 73 Conforme
n°14HD02
Echantillon
CQE 74/994 3,06 3,10 3,18 -0,5 -0,5 -1,29 -3,77 73 Conforme
n°14HD03
Echantillon
CQE 741994 93 9,11 9,33 0,3 -0,1 2,09 -0,32 73 Conforme
n°14HD04
Echantillon
CQE 42/361 4,64 4,54 4,43 0,7 1 2,20 4,74 73 Conforme
n°14HDF3
Conclusions :

Biais conforme aux spécifications attendues (critere Ricos optimal retenu par l'organisme EEQ ProBioqual)
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COMPARAISON DE METHODE XED2100 (F1848) vs XN3 (13622)

Données bibliographiques

Ricos C. Biological variation database specifications;
Mode d'emploi XN9000/ XED2100 : Performances/Spécification.
SH GTA 04 COFRAC

Méthode prise comme référence

XN 3 (13622)

Nombre de mesures :

39

Intervalle de comparaison adaptée a I'activité du
laboratoire :

1,11 -26,13 G/L

Méthode d'exploitation des résultats :

Regression linéaire; diagramme des différences et diagramme des
rapports

Equation de la droite de régression :

y=1,008x-0,0661

Diagramme des différences et/ou des rapports :

Nombre de déviants = 0

Conclusions et dispositions :

Aucune discordance significative détectée. Bonne corrélation entre les
deux automates (comparaison intersite).

COMPARAISON DE METHODE XN2 (13621) vs XN3 (13622)

Données bibliographiques

Ricos C. Biological variation database specifications;
Mode d'emploi XN900O : Performances/Spécification.
SH GTA04 COFRAC

Méthode prise comme référence

XN 3 (13622)

Nombre de mesures :

39

Intervalle de comparaison adaptée a l'activité du
laboratoire :

1,11-26,13 G/L

Méthode d'exploitation des résultats :

Regression linéaire; diagramme des différences et diagramme des
rapports

Equation de la droite de régression :

y=1,0014x+ 0,0321

Diagramme des différences et/ou des rapports :

Nombre de déviants = 0

Conclusions et dispositions :

Aucune discordance significative détectée. Bonne corrélation entre les
deux automates

COMPARAISON DE METHODE XN1 (13620) vs XN3 (13622)

Données bibliographiques

Ricos C. Biological variation database specifications;
Mode d'emploi XN900O : Performances/Spécification.
SH GTA 04 COFRAC

Méthode prise comme référence

XN 3 (13622)

Nombre de mesures :

39

Intervalle de comparaison adaptée a I'activité du
laboratoire :

1,11 -26,13 G/L

Méthode d'exploitation des résultats :

Regression linéaire; diagramme des différences et diagramme des
rapports

Equation de la droite de régression :

y=0,9976x-0,0054

Diagramme des différences et/ou des rapports :

Nombre de déviants = 0

Conclusions et dispositions :

Aucune discordance significative détectée. Bonne corrélation entre les
deux automates

COMPARAISON DE METHODE XE2100 vs XN3 (13622)

Données bibliographiques

Ricos C. Biological variation database specifications;
Mode d'emploi XN90O0O : Performances/Spécification.
SH GTA04 COFRAC

Méthode prise comme référence

XN 3 (13622)

Nombre de mesures :

39

Intervalle de comparaison adaptée a I'activité du
laboratoire :

1,11 -26,13 G/L

Méthode d'exploitation des résultats :

Regression linéaire; diagramme des différences et diagramme des
rapports

Equation de la droite de régression :

y=1,0093x+ 0,0082

Diagramme des différences et/ou des rapports :

Nombre de déviants = o]

Conclusions et dispositions :

Aucune discordance significative détectée. Bonne corrélation entre
l'automate précédent et l'automate actuel
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INTERVALLE DE MESURE
Indispensable en portée B

Données fournisseurs: mode d'emploi XN900O0 :
Mode de détermination : Performances/Spécification
Limite de quantification: mesure de 10 réplicats, CV< 10 %

Limite de détection :

Limite de guantification : 0,2 G/L ou moins
Limite supérieure de linéarité : 310 G/IL
INTERFERENCES

Données fournisseurs: mode d'emploi XN900O : Performances/Spécification.
Vérification bibliographique : Sous-estimation: Agrégation leucocytaires (coag)
Sur-estimation: Agrégat PLT / cryoprotéine/ cryoglobuline/ Fibrine/ PLT géantes

Vérification expérimentale : Non réalisée

CONTAMINATION
Indispensable en portée B et pour les parameétres sensibles en portée A

. . . Oui, contamination critique d'un échantillon trés faible s'il est précédé d'un échantillon
Inter échantillon :

trés fort.
Inter réactif : Spécification fournisseur
Vérification bibliographique : Donnée fournisseur: conta < ou =1,0%

Etape Vérifiée sur site :
Etape réalisée a partir de deux échantillons patients (71,20 G/L et 0,31 G/L)
Les 2 échantillons ont été analysés dans la méme série, répétés 3 fois et cela 3 fois
Vérification expérimentale : de suite.
XN1((13620) = 0,01%
XN2 (13621) =0,04 %
XN3(16622) = 0%

5- VALIDATION FINALE

Commentaires éventuels :

Les Vérifications analytiques effectuées sur la chaine Sysmex XN9000 montrent que la méthode estrépétable, reproductible,
exacte et que les résultats sont comparables avec ceux obtenus sur I'autre automate utilisé en routine.
La méthode utilisée pour la détermination des leucocytes est apte a étre utilisée en routine.
La confirmation des performances de la méthode en routine est assurée par la surveillance des résultats des CIQ et des EEQ,
etle calcul de I'incertitude de mesure.

Validée par : S. Wuilleme Signature :
6- HISTORIQUE
Version Date Historique des révisions
Vo1 07/03/2014|Création du document
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Résumé :

Le laboratoire d’hématologie du CHU de Nantes c’est doté d’une nouvelle chaine analytique
automatisée de numération formule sanguine : la chaine XN9000 du fournisseur SYSMEX®
comportant 3 analyseurs XN10. L'arrivée de nouveaux automates imposant des vérifications
de méthode a participé a la décision du laboratoire de présenter a |'accréditation la
numération formule sanguine pour la prochaine visite COFRAC. Etant en stage dans ce
laboratoire pour le semestre : novembre 2013 - mai 2014, le choix de mon mémoire c’est
naturellement orienter vers la vérification de méthode de ces nouveaux automates.

La premiere étape, a été de rédiger le plan d’action. Dans ce but, un formulaire du péle de
biologie du CHU de Nantes a été utilisé , permettant de répertorier pour chaque parametre
les critéres de performances a vérifier, dans définir les modalités de mise en ceuvre, ainsi
gue de choisir les criteres d’acceptabilité. Le planning de réalisation et les responsabilités ont
également été définis. L’équipe en charge de cette vérification de méthode était constituée

d’une biologiste responsable, de deux techniciennes et de moi-méme.

Dans un second temps la mise en ceuvre a été réalisée durant sept jours dédiés, durant
lesquels la répétabilité, les limites de quantification, les comparaisons de méthodes, et les
tests de contamination ont pu étre effectués. La fidélité intermédiaire a été déterminée des
lors que le nombre de mesure de ClQ était suffisant. Avant la mise en route de la chaine
analytique les regles d’expertises ont également étaient vérifiées. Puis des réception des

premiers résultats d’EEQ, I'exactitude a pu étre déterminée.

Rapidement apreés la mise en oceuvre, I'exploitation des données a été réalisée grace un
logiciel fournit par le fournisseur. Ce qui a permis de compléter le rapport de vérification de
méthode. Dans I'ensemble, les résultats obtenus ont été jugé conforme aux criteres
d’acceptabilité définis au préalable, et la méthode considérée comme apte a étre utilisé en

routine.

La vérification de méthode est une exigence forte de la norme. Elle permet en effet
d’acquérir une bonne connaissance des méthodes d’analyses utilisées, de ses performances
et de ses limites, indispensable pour la bonne réalisation des analyses ainsi que pour leurs

interprétations.
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