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GLOSSAIRE
Définitions :
Risque : Situation non souhaitée ayant des conséquences négatives résultant de la
survenue d’un ou plusieurs événements dont I'occurrence est incertaine.

Non-conformité : Non-observation d’'une exigence du laboratoire

Action curative : Action visant a prendre des mesures immeédiates afin de traiter

ponctuellement une anomalie en informant le client si nécessaire.

Action corrective (d’aprés ISO 9000) : Action visant a éliminer la cause d’'une non-
conformité pour éviter sa réapparition. Cette action corrective peut étre entreprise a

la suite d’'une non-conformité, d’'une réclamation, d’un audit.

Action préventive (d’aprés ISO 9000) : Action visant a éliminer la cause d’une non-
conformité potentielle ou d’une autre situation potentielle indésirable.

Amélioration continue : Activité réguliere et permanente permettant d'accroitre la
capacité a satisfaire les exigences des clients (besoin ou attente formulé,
habituellement implicite, ou imposé).

Abréviations :

AMDEC : Analyse des Modes de Défaillances, de leurs Effets et de leur Criticité
CIQ: Contrdle Interne de Qualité

EEQ : Evaluation Externe de la Qualité

SMQ : Systeme Management Qualité

COFRAC : COmité FRancais d’Accréditation

RQ : Responsable Qualité

RQS : Responsable Qualité Structure

GHU SLS/LRB/FW : Groupe Hospitalier Universitaire
LBM : Laboratoire de Biologie Médicale

B2P : Biologie-Physiologie-Pathologie

SLS : Saint-Louis

LRB : Lariboisiere



INTRODUCTION

Depuis I'Ordonnance n°2010-49 du 13 Janvier 2010%, la totalité des activités des
Laboratoires de Biologie Médicale (LBM) doit étre accréditée selon la Norme NF EN
ISO 151897 pour le 31 Octobre 2020. La derniére version de la Norme NF EN 1SO
15189: 2012° notifie dorénavant aux LBM d’avoir une gestion des risques. Afin
d’aider les LBM a obtenir leur accréditation, le COFRAC a élaboré des documents

non opposables :

1. le SH GTA 04 Révision 01: guide technique d’accréditation de vérification (portée
A)lvalidation (portée B) des méthodes en biologie médicale®
2. le SH FORM 43 Révision 01: fiche type de vérification (portée A) / validation

(portée B) d’'une méthode de biologie médicale®

L’objectif de ce mémoire est de réaliser une maitrise des risques « a posteriori » pour

un examen réalisé dans notre LBM depuis maintenant plusieurs années afin d’étre

en conformité avec les nouvelles exigences de la Norme NF EN ISO 15189: 2012,

La méthodologie utilisée est basée sur le concept de la roue Deming (PDCA : Plan-
Do-Check-Act):

-Planifier (Plan) : Création du tableau Analyse des

Modes de Défaillances, de leurs Effets et de leur o“\\w"’
9

Criticité (AMDEC) et d’'un Plan Action Qualité (PAQ)

Planifier
(Plan) /

/FI".
(Do)

-Réaliser (Do): Mettre en place les actions

correctives

-Evaluer (Check) : Mise en place des indicateurs Systiins

lité de management
qualite de la qualité

-Ajuster (Act) : Calcul de l'indice de criticité résiduel



1.

PRESENTATION

1.1.Le Groupe hospitalier Universitaire Saint Louis/Lariboisiere/Fernand Widal
(SLS/LRB/FW)

Le GHU SLS/LRB/FW est I'un des 12 groupes hospitaliers de TAPHP (Annexe 1), il
bénéficie d’'une capacité de 1410 lits et se compose de 10 pdles médicaux:

1.
2.

N o g M w

8.
9.

Pdle Hématologie Oncologie Radiothérapie (HOR)

Pbole Dermatologie, Oncodermatologie, chirurgie plastique, Reconstructrice,
Esthétique, chirurgie Maxillo-faciale (DOREM)

Pole Appareil Locomoteur

Pole Neurosciences Téte et Cou (NTC)

Pdle Digestif, Urologie, Néphrologie, Gynécologie-Obstétrique (DUNEGO)

Péle URGENCES

Péle Infectiologie, Médecine Aigué, Gériatrie, Médecine Interne, Neurocognition,
Endocrinologie (IMAGINE)

Pole Biologie-Pathologie-Physiologie (B2P)

Pole Imagerie

10.P6le PRoduits de santé, Evaluation BLOCs (PREBLOC)

1.2.Le pble B2P

Le pOle B2P et le laboratoire de biologie médicale du GHU SLS/LRB/FW sont une

méme entité, celle-ci est constituée de 15 structures réparties sur les sites
Lariboisiere (LRB) et Saint Louis (SLS) (Annexe 2).

Le pble B2P compte 116 Equivalents Temps Plein (ETP) pour le personnel médical
(PM) et 670 ETP pour le personnel non médical (PNM), dont 273 techniciens de

laboratoire, qui réalisent chaque année 6,5 millions d’actes de biologie représentant
prés de 400 millions de B/BHN.



1.3.La démarche qualité du pdle B2P et de la structure laboratoire d’hématologie

A ce jour, les réalisations du Systeme de Management de la Qualité (SMQ) sont les

suivantes :

. Mise en place d’'un systeme pyramidal pour le management de la qualité organisé
autour d'un responsable assurance qualité (RAQ) et de ses adjoints. lls
garantissent la mise en ceuvre du maintien et de I'amélioration du SMQ et
coordonnent les quarante-et-un référents qualité structure (RQS), chargés de
relayer la politique qualité au sein de leur propre structure.

. Expression et communication de la politique qualité par le directeur du laboratoire
au travers de notre Manuel Qualité.

. Etablissement de contrats de prestations avec d’une part les cliniciens du GHU
SLS/LRB/FW et d’autre part les laboratoires sous-traitants.

. Déploiement du logiciel de gestion de la qualité, KALILAB, qui a succédé pour la
partie gestion documentaire a un logiciel développé localement (GESDOC).

. Evaluations et audits. Un plan annuel d’audit est mis en place. Les audits sont
réalisés par des auditeurs internes habilités, des auditeurs externes au GHU
SLS/LRB/FW et des sociétés externes. Quatre audits internes ont déja eu lieu
(personnel, fournisseur, gestion des non conformités et informatique) et des
audits internes externalisés ont également eu lieu début 2016. (Annexe 3).

. Formations a la gestion des non conformités suite & un écart lors de la visite S1
du COFRAC. Un audit spécifique a été réalisé en mars 2016.

. Mise en place d’'une politique d’évaluation des fournisseurs avec organisation
d’'un audit interne spécifique.

. Revues de direction. La premiére a été organisée en 2013. La 4éme a eu lieu en
Mars 2016.

. Adaptation de notre SMQ aux exigences de la version 2012 de la Norme NF EN
ISO 151897 avec notamment son évolution vers I'approche processus.

Nomination des pilotes et co-pilotes des 19 processus et 25 sous—processus.

10.Définition d’indicateurs de performance des processus de production des

analyses. Cette politique est en cours d’extension aux processus supports.



Les principales étapes franchies dans notre démarche d’accréditation sont les

suivantes :

*Mai 2013 : Engagement du LBM du pdle B2P dans une démarche d’accréditation
COFRAC selon la Norme NF EN 1SO 15189°.

*Mars 2014 : Evaluation initiale pour I'accréditation du LBM B2P par le COFRAC
pour deux examens de biologie (dosage sanguin de la troponine et numération
globulaire et plaquettaire) sur 4 structures internes du p6le (hématologie LRB et SLS
et biochimie LRB et SLS) sur les lignes de portées BB1 (famille Biochimie générale
et spécialisée) et HB1 (famille hématocytologie) pour des méthodes de portée A soit
environ 4% des actes du LBM.

*Ao(t 2014 : Certificat d’accréditation du laboratoire B2P

*Mai 2015 : Confirmation de l'accréditation du LBM lors de la visite de surveillance
S1, avec une portée d’accréditation équivalente a celle de la visite d’évaluation
initiale.

«Juillet 2015 : Des examens de biochimie (ligne de portée BB1, site SLS) ont été

ajoutés via la portée flexible. Le nombre d’actes rendus sous accréditation par le
LBM B2P s’établit donc actuellement a 21,9%.

Demande d’extension aux portées HB1 ainsi qu’un rajout d’examens appartenant a
la portée BB1 qui devraient permettre d’atteindre les 50,4% d’actes accrédités

réglementaires au 31/10/2016.

*Avril 2016 : Visite de surveillance S2 des portées HB1 et BB1, 19 écarts dont 2
critigues. L’envoi des éléments de preuve au COFRAC montrant la maitrise de ces
deux écarts, a été fait le 03 Septembre 2016, nous attendons actuellement la
confirmation du COFRAC.

Mon rble dans la structure :

-Missions spécifiques. Depuis peu, RQS du laboratoire d’hématologie a Saint-Louis

apres y avoir été technicienne dans le secteur de biologie moléculaire.

-Missions transversales sur le pole B2P. En qualité de suppléante de 'administrateur

général KALILAB, jai participé au paramétrage préalable du logiciel et a son
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déploiement sur le GHU SLS/LRB/FW. J'organise et anime des formations et des
réunions destinées aux utilisateurs de KALILAB. J'assure également le suivi des
dysfonctionnements et autres problemes rencontrés par les utilisateurs, ainsi que les
montées de version. Par cette fonction, je suis pilote du sous-processus KALILAB ou

jai choisi deux indicateurs qualité dont jassure actuellement le suivi.
2. CONTEXTE

L’hopital Saint-Louis est un hépital dont les spécialités sont I'hématologie
oncologique et la dermatologie depuis plus de 400 ans. En effet, 'hépital Saint Louis
est centre expert national clinique pour les Lymphomes cutanés — réseau GFELC
dirigé par le Pr Martine Bagot, service de dermatologie.

Le LBM est de ce fait tres fortement impliqué dans la prise en charge médicale et le

suivi des patients atteints d’'une hémopathie.

A ce titre, et dans le contexte des leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) de
'adulte, des lymphomes, des myélomes et de certaines pathologies cutanées, le
laboratoire a développé et mis en place une méthode pour détecter au sein d’'une
population hétérogene de lymphocytes, la prolifération anormale d’'un lymphocyte

(clone), cette prolifération est appelée «population monoclonale » Figurel.

PROLIFERATION
CLONALE
o o o0
POPULATION . . . . POPULATION
. . POLYCLONALE . . . . MONOCLONALE
°q o 500
® ® o

,\ LYMPHOCYTE CLONE

Figure 1 : Schéma d’une prolifération anormale d’un lymphocyte.

L’hétérogénéité de la lignée lymphocytaire est induite par le mécanisme de
recombinaison V(D)J impliquant le réarrangement successif de plusieurs génes
codant pour les parties variables du récepteur a I'antigéne du lymphocyte B (gene
BCR) ou T (géne TCR). Cette recombinaison génere une séquence génétique
unigue qui représente une empreinte de la cellule. Ainsi le récepteur a I'antigéne
gu’elle produit est spécifique de chaque lymphocyte. On parle de récepteur clonal et

de clone lymphocytaire pour toutes les cellules filles exprimant le méme récepteur.
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Dans le cas des pathologies dues a la prolifération anormale d’un clone
lymphocytaire, on utilise sa séquence unique pour le détecter a I'aide de PCR. I

s’agit de I'analyse de la clonalité lymphoide.

. PROBLEME

Le chapitre 5.5 de la Norme NF EN ISO 15189° impose de vérifier et de valider les
performances analytiques des méthodes d’analyse utilisées en biologie médicale afin
gu’elles soient compatibles avec les pratiques cliniques. Ainsi le biologiste doit
s’assurer avant la mise en production des méthodes que leur niveau de
performances correspond aux attentes et qu'il soit maintenu au cours du temps.
Cette exigence est conditionnée par :

1. lidentification et le suivi des risques susceptibles de disqualifier la méthode

2. la vérification réguliére des performances analytiques atteintes

3. la gestion des dysfonctionnements observés

Ce mémoire présente la premiére étape de la validation d’'une méthode complexe de
biologie moléculaire : la mise en place de la maitrise des risques pour chaque étape
analytique de I'examen de la clonalité lymphoide, méthode qualitative de portée B.

Pour cela, jai été encadré par le Dr Jean-Michel Cayuela qui a mis en place cet
examen au laboratoire d’hématologie de I'hépital Saint-Louis en 1990 et j'ai collaboré

avec I'équipe « Clonalité » qui assure la réalisation de cet examen.

4. LE PROJET

Afin de réaliser la maitrise de risque pour 'examen de clonalité lymphoide, jai

recherché dans notre base documentaire les procédures générales (PG) rattachées

a ce domaine :

1. SLL-B2P-QUAL-PG-005 Identifier et maitriser les risques du laboratoire B2P
(Annexe 4)

2. SLL-B2P-ANA-PG-005 Validation et vérification des méthodes en biologie
médicale (Annexe 5)

Pour la PG Validation et vérification des méthodes en biologie médicale, j'ai constaté

gue la version actuelle n’intégrait pas la méthodologie pour réaliser une maitrise des

risques. J'ai donc pris rendez-vous avec Mme Nathalie SCHNEPF (RAQ du
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laboratoire) et suite a cet entretien, elle m’a confié la rédaction du paragraphe : 5.3.2

Analyse des risques de cette PG.

4.1.Rédaction de la maitrise de risque dans la procédure générale

Validation et Vérification de méthode :

Cette rédaction a été réalisée en collaboration avec le Dr. Jean-Michel CAYUELA,
pilote du sous-processus : [P2/1] SP - Etape analytique, vérification ou validation de
méthode (Annexe 6) et la RAQ.

Ce paragraphe définit :

a) les méthodes utilisées au LBM pour réaliser et évaluer la maitrise des risques: le
diagramme d’Ishikawa et les 5 M (Matiere, Main d’ceuvre, Milieu, Méthode
Matériel)

b) I'échelle de l'indice de criticité du LBM

Pour cette derniére, une question s’est posée : doit-on la définirde 1 a5oude 1 a

25.

En effet, si nous suivons notre PG (Paragraphe 6.5. ldentification des risques dans

un laboratoire de biologie médicale, Annexe 4), I'indice de criticité C du risque est

calculé selon la formule suivante :

C = cotation Fréquence (F) x cotation Gravité (G)

Et, en se basant sur les tableaux | et Il également issus de notre PG, l'indice de

criticité C est donc compris entre 1 et 25 :

Fréquence Signification Cotation
Trés rare Moains de 1 fois par an 1
Rare 1 a 3 fois par an 2
Peu fréquente Au moins 1 fois par trimestre (4 & 12 fois par an) 3
Fréquente Au moins 1 fois par mois (12 a 50 fois par an) 4
Trés fréquente Au moins 1 fois par semaine (> 50 fois par an) 5

Tableau | : détermination de la fréquence d’un risque
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Gravité Signification Cotation

Sans impact sur la prise en charge du patient ou sur le
rendu des résultats.

Mineure Sans effet sur la performance, les processus, la poursuite 1
de l'activité ou la sécurité.

Incident du travail

Conséquences modérées sur la prise en charge du
patient ou sur le rendu des résultats (retard,...), mais
sans conséquence grave pour le patient.

o Effet ne remettant pas en cause le fonctionnement du
Significative 2
processus.

Atteinte superficielle, sentiment d'insécurité.
Dégradations mineures

Accident du travail sans arrét

Conséquences significatives sur la prise en charge,

surveillance renforcée, erreur sur le rendu de résultat
Grave Arrét temporaire de I'activité avec solution de 3
remplacement

Arrét de travail < 21jours

Conséquences graves, pronostic vital du patient engagé,
risque de séquelles

y Dégradation permanente de I'activité avec impact sur les
Critique _— 4
performances et la sécurité
Dégradation de matériel de valeur

Arrét de travail > 21jours

Déces, séquelles graves irréversibles

Arrét de l'activité sans solution de remplacement

B . Dégradation majeure ne permettant pas de réaliser
Trés critique (ou catastrophique) o 5
lactivité

Arrét du travail en entrainant le déces ou des séquelles

graves irréversibles

Tableau Il : détermination de la gravité d’un risque.

Cependant, la maitrise des risques présentée dans le SH-FORM 43" est une maitrise
des risques a reéaliser « a priori », c’est-a-dire pour des examens qui ne sont pas
encore réalisés au LBM. La Fréquence (F) est donc toujours égale a 1, ce qui génére

un indice de criticité C compris entre 1 et 5.
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Le paragraphe 5.3.2 Analyse des risques de la PG: SLL-B2P-ANA-PG-005
Validation et vérification des méthodes en biologie médicale, décrit donc les deux cas

de figure:

1. lanalyse des risques est effectuée « a priori », dans ce cas on utilise la formule
C=G et I'échelle est comprise entre 1 et 5.

2. l'analyse des risques est effectuée « a posteriori » (valable jusqu‘au 31 Octobre
2020), dans ce cas l'indice de Criticité C a pour formule : C = F x G donc une
échelle comprise entre 1 et 25.

Dans le cas d’'une analyse des risques « a priori », notre logiciel KALILAB propose

un tableau pré-remplis, identique a celui présenté par le COFRAC dans le SH-FORM

43", Cependant, il est fortement recommandé de 'adapter & nos propres examens en

y ajoutant ou supprimant des risques spécifiques.

Dans le cas d’'une analyse des risques « a posteriori », I'outil utilisé sera le tableau
AMDEC (I'Analyse des Modes de Défaillances, de leurs Effets et de leur Criticité).
C’est donc ce dernier qui a été rédigé pour 'examen de clonalité lymphoide au

laboratoire d’hématologie de Saint Louis.

4.2.Réalisation du tableau AMDEC pour lI'examen de la Clonalité

Lymphoide : Identification des risques

4.2.1. Rédaction de la procédure technique

La réalisation du tableau AMDEC a demandé au préalable la rédaction de la
procédure technique: SLL-SLHEM-BMHEM-MT-003 Mise en évidence de la
clonalité d'une population lymphoide (Annexe 7). En effet, cet examen complexe

comporte plusieurs étapes analytiques présentées dans la figure 2.
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Etapeanalytique :
FICOLL

Prétraitement des
échantillons

Récupération desprescriptions
et des culots secs
Orentation analytique

. Extraction des
Etapeanalytique: | ———» ADN
Extraction ADN -

Préparation des
plans de plaques

Etape analytique :
PCR Clonalité PfR 3 documents manquants

Reéalisation des
> PCR

!

Analyses
fragments de PCR

Validation
technique

Etape analytique
Analyse et rendu
des fragments

Validation
biologique

+oui

Impression des
résultats

¥
Transmission
des résultats

Figure2 : Logigramme de I’examen de la clonalité lymphoide présentant les différentes

étapes analytiques

Le logigramme de cette procédure technique a mis en évidence l'absence de
documents. Lors d’'une réunion qualité le 14 Avril 2016, j'ai demandé la rédaction de
ces documents manquants aux différents référents des postes concernés. Chaque
document a rédiger est considéré comme une « action corrective/préventive a
réaliser », signalée en rouge dans le tableau AMDEC. Les «actions

correctives/préventives realisees » apparaissent en vert dans ce méme tableau.
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4.2.2. Recherche des risques et méthodologie

Afin de répertorier I'ensemble des risques, jai interrogé les techniciennes
responsables et réalisé une extraction puis une analyse de non-conformités liées a

cet examen (Annexe 8 et Annexe 9).

Pour chaque étape analytique de cet examen, jai défini les phases pré-analytique,
analytique et post-analytique. Pour chacune de ces phases, jai classé les risques

selon la méthode des 5M en me basant sur le diagramme Ishikawa (Figure 3).

MATIERE MILIEU MATERIEL

-ldentité -Conditions de conservation des -surveillance des dérives
-Préparation échantillons -Contamination
-Type contenant -Conditions de conservation et -Informatique embarquée {connexion, archivage,
-Délai, température etacheminement utilisation des réactifs paramétrage, mise & jour....)
-Prétraitement -Exigences environnementales -Conservation et conditions d' utilisation
-Interférences -Reconstitution des réactifs, &étalons, contréles
DEMANDE RESULTATS
EXAMENS NON
CONFORME
-Limites de la méthode (détection, quantification, Compétence et maintien de la compétence du personnel

linéarité, interférences...)
-Causes d'incertitude de mesure

METHODE MAIN D'OEUVRE

Figure 3 : Diagramme d’Ishikawa pour I’'examen de la clonalité lymphoide (cours sur la maitrise des
risques dans un LBM de Mme Anne Vassault ® ; Recommandations pour I"accréditation des

laboratoires de génétique somatique des hémopathies malignes, Flandrin6)
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ETAPE ANALYTIQUE

“zZmEZmA->mAmm

PROCESSUS

NOMINATION PROCESSUS

DEFAILLANCE MODE DE DEFAILLANCE

AMDEC Clonaliié

INDICE CRITICITE INITIALE.  MOYENS DE MAITRISE EXISTANTS

MODE DE DETECTION

DOCUMENTS ASSOCIES

SLL-B2P-PRE-PT-003:Manuel de prélévement des
échantillons iologiques -Site SaintLouis,

NUMERO RISQUE

ACTIONS CORRECTIVES/PREVENTIVES*

INDICATEUR QUALITE  FREQUENCE RESIDUELLE  GRAVITE RESIDUELLE

INDICE CRITICITE RESIDUELLE

ANNEXES

ERREUR NATURE
PRELSVEENT, ALV MANUEL O RELEVEVENT, Couloge desermanens s nranet -
ANTICOAGULANT, CATALOGUE DES EXAMENS, JUSTE LE MANUEL DE PRELEVEMENT EST REVU TOUS
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4.3.Evaluation et hiérarchisation des risques

Selon le paragraphe 4.1. de la PG Identifier et maitriser les risques du laboratoire
B2P (Annexe 4), I'échelle de l'indice de criticité C est comprise entre 1 et 25. La table
de calcul de criticité d'un risque (Figure 2: Criticité d'un risque, de la PG),
hiérarchise cet indice de criticité C. Il peut étre faible (valeur de 1 a < 4), modéré
(valeur de 4 a < 10) ou élevé (valeur = 10). La table de correspondance entre la
valeur de l'indice de criticité C et la mise en place des actions correctives et/ou
préventives (Tableau 3: Criticité et nécessité de mettre en place des actions
correctives et/ou préventives, de la PG) définit le délai de mise en ceuvre des actions

correctives/préventives en fonction de la valeur de l'indice de criticité C.

Notre tableau AMDEC a donc révélé 7 risques (de R1 a R7) nécessitant des
actions, c’est-a-dire ayant une valeur de l'indice de criticité C supérieure ou égale a
4. Parmi ces 7 risques, 6 sont de criticité modérée et 1 risque de criticité élevée. Les
actions a mener afin de maitriser ces risques ont été hiérarchisées selon leur valeur
C initiale. Afin de suivre ces actions, jai créé un plan d’action: PAQ 2016 (Annexe
10).

4.4. ldentification des risques et mise en place des actions correctives
4.4.1. Risque identifié R1: ERREUR ENREGISTREMENT DANS GLIMS
PAR LES AGENTS ACB (Accueil Central de Biologie)

Il a été pris en charge des sa détection car sa valeur de C initiale était de criticité
élevée (C=15). Une réunion a été organisée avec les référents qualité structure du
Laboratoire Central d’Hématologie (LCH), le Mardi 15 Mars 2016 afin de mettre en
place des actions:

1. Action immédiate : Contacter le cadre de 'ACB et organiser une réunion avec le

personnel du secteur ACB afin de réaliser une sensibilisation sur 'importance des
saisies manuelles et de relever les difficultés menant aux erreurs. Cette action
avait pour but dans un premier temps de diminuer significativement la fréquence
(F) qui était de 5 (au moins une erreur par semaine) puis dans un second temps
de relever les causes de ces erreurs.

2. Action _non _immédiate : Mise en relation avec le service informatique et les
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référents informatiques pour la création d’'une feuille de demande numérisable

pour l'utilisation de ScanBac. Puis, utilisation de Scan Ordo (la dématérialisation

des ordonnances) selon La convention nationale parue au JO du 06/05/2012

(articles 27 et 37 § 2)’ pour les prescriptions des prélévements extérieurs.

Les étapes de I'action immédiate :

Envoi d’'un mail au cadre responsable du secteur de 'ACB pour exposer le
probleme et organiser une réunion avec I'ensemble du personnel de I'ACB:
action réalisée.

Rédaction d’un document rappelant les exigences pour I'enregistrement des
examens dans GLIMS (Annexe 11): action realisee.

Réunion du 29 Mars 2016 avec I'ensemble du personnel de 'ACB : action
réalisée.

Suite a cette réunion, renforcement du PAQ selon les suggestions du
personnel : action réalisée.

Mise en place d’un indicateur qualité, pourcentage de non-conformités pré-

analytiques : action realisée.

Les étapes de I'action non immédiate :

Envoi d’'un mail a la responsable informatique GHU SLS/LRB/FW du SIL et au
référent informatigue LCH afin de soumettre la mise en place de Scan Bac
pour les demandes d’examen de biologie moléculaire : action realisee.
Création de la maquette de la nouvelle feuille de demande compatible avec
notre SIL : action réalisée (Annexe 12).

Mise en place de Scan Bac pour cette feuille de demande : action en cours de
réalisation.

Mise en place de Scan Ordo pour les prescriptions extérieures au GHU :
action en cours de réalisation.

Diffusion de la nouvelle feuille de demande au service de reproduction pour

diffusion dans les services cliniques : action a réaliser.

Actions mises en place suite a la réunion du 29 Mars 2016 :

» Création de nouveaux items de non-conformités avec le CCS Patient afin

d’uniformiser le choix dans GLIMS et qu’il soit pertinent avec les besoins du
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http://www.ameli.fr/fileadmin/user_upload/documents/joe_20120506_0107_0034.pdf
http://www.ameli.fr/fileadmin/user_upload/documents/joe_20120506_0107_0034.pdf

secteur de biologie moléculaire: action en cours de réalisation.
» Création de codes-barres pour faciliter la saisie dans GLIMS des institutions
et des prescripteurs des demandes extérieures au GHU SLS/LRB/FW

(Annexe 13): action realisée.

4.4.2. Risque identifié R2: CONDITIONS TRANSPORT ET
ACHEMINEMENT NON RESPECTEES

Suite a ce risque, la fréquence de revue du manuel de prélevement est passé
d’annuellement a semestriellement (en juin et en décembre) sur notre structure afin

que les conditions d’acheminements soient toujours a jour : action realisee.

Les contrats avec les services prescripteurs extérieurs ont été modifiés afin de
préciser que les prélevements nécessitant un prétraitement doivent arriver avant

15h30 le vendredi ou veille de féte : action réalisée.

Grace a la création de la nouvelle feuille de demande (action pour le risque R1),
I'heure d’arrivée au laboratoire pourra étre enregistrée dans GLIMS automatiquement
et extraite pour étre suivie comme nouvel indicateur qualité: délai d’acheminement

des prélevements : action a réaliser.

4.4.3. Risque identifie R3: PROBLEME CENTRIFUGEUSE,
REFRIGERATEUR, AUTOMATE MUSE, CONTAMINATIONS

L’analyse des NC nous a révélé un défaut dans la gestion des maintenances du

matériel au LCH.
Les actions menées :

-Plusieurs réunions qualité sur les différents secteurs ont permis de hommer des
référents matériels, ayant en charge le respect des délais et de la mise en ceuvre

des maintenances du matériel du LCH.

-Mise en place d’un indicateur qualité pour le suivi des enregistrements des

maintenances dans KALILAB : % de maintenances effectuées hors délais.

-Rédaction d’une instruction de travail : mode dégradé en cas de panne du

compteur cellulaire MUSE.
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4.4.4,. Risque identifi¢é R4: NON RESPECT DES PROCEDURES
D'ENREGISTREMENT ET DE STOCKAGE DES ECHANTILLONS
APRES PRETRAITEMENT

Malgré [linstruction SLL-SLHEM-PLUS-MT-007: Stockage intermédiaire des
échantillons cellulaires du préanalytique spécialisé, le tableau AMDEC nous a révélé
gue le stockage dans les congélateurs -80°C des échantillons n’était pas
complétement maitrisé. Lors d’une réunion qualité, il s’est avéré que le risque résulte
de la retranscription manuelle successive de la position de stockage de I'échantillon
(sur la feuille de travail puis sur la feuille de demande avant d’étre reporté dans le
logiciel Tumorotek®). Le 9 juin 2016, une nouvelle organisation a été élaboré par la
biologiste du secteur afin de diminuer le nombre de boites de rangement : une boite
ADN et une boite ARN au lieu d’une boite par pathologie (LAL, LAM, LMC, Clonalité
et Chimérisme). Les techniciens ont également suggéré que la position de
I'échantillon soit généré automatiquement dans GLIMS a la création de la demande
du prétraitement (Ficoll ou Lyse), afin de faciliter le rangement, la tracabilité et la

récupération des échantillons: actions non réalisées.
4.4.5. Risque identifié R5 ABSENCE DE CARBOGLACE

L’augmentation de I'activité a entrainé une ouverture plus fréquente du container a
carboglace et donc une fonte plus rapide. Pour pallier a ce risque d’absence de
carboglace, le nombre de livraison est passé de deux a trois par semaine : action

réalisée.

4.4.6. Risque identifie R6 RISQUE INVERSION IMPORTANT DES
ECHANTILLONS LORS DE LA MANIPULATION TECHNIQUE

Lors de I'extraction d’ADN, le transfert successif de I'échantillon dans de nouveaux
tubes collecteurs et I'absence de l'identité compléte du prélévement (identification
par un numéro) augmente le risque d’inversion des échantillons. La méthode est
susceptible d’étre remplacée au profit d'une meéthode d’extraction d’ADN sur sang
total EDTA, déja utilisée pour les examens de chimérisme. Cette derniere est en
cours de vérification (méthode automatisée sur Qiacube en porté A avec le kit
QIAamp DSP DNA Blood Mini de Qiagen (Annexe 14): action en cours de réalisation.
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4.4.7. Risque identifie R7 DEFAILLANCE DES THERMOCYCLEURS,
POROSITE DES FILMS DE PLAQUE PCR

Lors de l'utilisation des thermocycleurs nous avons constaté une évaporation trop
importante des produits de PCR et donc une perte de I'’échantillon et un risque
important de contamination. Afin de diminuer cette perte, nous essayons
actuellement plusieurs films de plaque de fournisseurs différents : action en cours de

réalisation.
4.5.Résultats : Réduction des risques

L’indice de criticité initiale a été réévalué apres la mise en place des
actions correctives/préventives. L’indice de criticité appelé maintenant résiduel est

calculé selon la formule suivante :
C résiduel = cotation fréquence F résiduelle x cotation gravité G résiduelle

La fréquence résiduelle est déterminée par I'extraction des NC postérieures a la mise

en place des actions correctives (Annexe 9).

4.5.1. Risque identifiée R1 ERREUR ENREGISTREMENT DANS GLIMS
PAR LES AGENTS ACB

Depuis la réunion de sensibilisation, le nombre de NC a sensiblement diminué de fait
d’'une meilleure implication des agents ACB lors de [I'enregistrement des

prélevements.

Pour mettre en évidence cette diminution des erreurs de saisie, j’ai mis en place un
indicateur qualité a I'aide du logiciel KALILAB. Tous les mois, je suis le hombre de
NC « Saisie de dossier » par rapport au nombre total de NC sur le LCH. La figure 4
nous montre qu’a partir de la réunion de sensibilisation du 29 Mars 2016, le
pourcentage de NC « Saisie de dossier » a nettement diminué. Il est passé de 52%
en Mars a 30% en Avril et 10% en Mai.
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% de NC préanalytique par B vateur
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10 -

Figure 4: Indicateur Qualité % de NC « Saisie de dossier » par rapport au nombre total de NC au LCH

Au vu des premiers résultats, fin Avril 2016 j'ai informé le cadre de I'ACB ainsi que
celui de notre structure. La décision a été prise d’attendre début juin pour présenter

les résultats aux agents ACB afin que la tendance d’amélioration soit confirmée.

Cette confirmation faite fin Mai 2016, jai donc présenté les résultats en réunion
gualité le 10 Juin 2016 ou jai également fait le point sur 'avancée des actions

encore en cours :

» création de codes-barres
> création de la nouvelle feuille de demande
> uniformisation des items NC dans GLIMS

L’analyse des NC du mois de juin et juillet confirme la difficulté des agents a saisir le
code des prescripteurs et des institutions. En effet, la saisie des codes n’est pas
soumise a une vérification immédiate et ces derniers sont longs et constitués de
lettres et chiffres (exemple : HOP80054HEM). Au mois de juin, jai rédige le
document SLL-SLHEM-PLUS-IT-029 Codes GLIMS pour enregistrer les demandes
d'examens externes en biologie moléculaire hématologie au LCH (Annexe 13) avec
laide du Dr Jean-Michel Cayuela. Ce document est actuellement en cours de

vérification et sera diffusé prochainement.
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J'ai également constaté qu’aucune instruction n’avait été rédigée sur la structure
pour la vérification des saisies manuelles au LCH. Sa rédaction a été réalisée et le

document est en cours de vérification (Annexe 15).

En ce qui concerne la création de la nouvelle feuille de demande, la maquette est
préte et a été présentée en réunion a 'ensemble du personnel au mois de juin 2016.

Des tests d’éligibilité avec notre systeme de Scan Bac sont actuellement en cours.

Le projet d’'uniformisation des items NC dans Glims est en cours d’élaboration par le
CCS Patient car l'utilisation de Glims sur I'ensemble des 15 structures du pdle B2P

date du mois de Mai 2015 (le site de Lariboisiére n’utilisait pas encore GLIMS).

L’indice de criticité est passé de 15 a 9 et devrait encore diminuer grace aux actions
a venir. L’indicateur qualité mis en place suite a cette analyse de risque a donc été
conserveé et associé dans KALILAB au processus P1 - Pré-analytique/réception des

échantillons (Annexe 6)

4.5.2. Risque identifié R2: CONDITIONS  TRANSPORT ET
ACHEMINEMENT NON RESPECTEES

La revue du manuel de prélevement étant trop récente (juin 2016) et les

actions encore en cours de réalisation:

a) revue des contrats de prestations

b) mise en place de la nouvelle feuille de demande

Nous ne pouvons pas encore évaluer l'efficacité de celles-ci et leur incidence sur

I'indice de criticité résiduel.

4.5.3. Risque identifié R3 : PROBLEME  CENTRIFUGEUSE,
REFRIGERATEUR, AUTOMATE MUSE, CONTAMINATIONS

La sensibilisation auprés des techniciens sur la réalisation et le suivi des
maintenances en les responsabilisant chacun sur un matériel a permis d’avoir moins

de panne et des interventions SAV plus rapide. Un indicateur qualité provisoire
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(Figure 5) a été mis en place une fois les maintenances paramétrées dans le logiciel
KALILAB. Cet indicateur est basé sur le % de maintenances effectuées hors délai
par rapport au nombre total de maintenances a effectuer. Cet indicateur n’est pas
suivi dans KALILAB car il sera supprimé lorsque I'ensemble du personnel du LCH
acquittera sans oubli les maintenances programmeées. La figure 5 montre qu’avant la
sensibilisation du personnel (Mars 2016) plus de 30% des maintenances étaient

effectuées hors délais depuis la sensibilisation, nous sommes a moins de 20%.

% MAINTENANCES HORS
DELAIS

Janv/Mars 2016 Avril/Mai 2016 Juin/Juillet 2016

Figure 5: Indicateur Qualité en % des maintenances réalisées hors délais par rapport a la totalité des

maintenances effectuées sur le LCH

Cet indicateur est présenté régulierement en réunion qualité. Cette action nous a

permis de diminuer I'indice de criticité a une valeur de 3.

4.54. Risque identifié R4: NON RESPECT DES PROCEDURES
D'ENREGISTREMENT ET DE STOCKAGE DES ECHANTILLONS
APRES PRETRAITEMENT

A ce jour, aucune action a été finalisée, nous ne pouvons pour le moment ni

réévaluer I'indice de criticité ni créer d’indicateur qualité.
4.5.5. Risque identifié R5 ABSENCE DE CARBOGLACE

L’augmentation du nombre de livraison de carboglace par semaine a eu leffet
escompté, la frequence F est passée de 2 a 1. L'indice de criticité résiduel est

actuellement égale a 2, son minimum.
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4.5.6. Risque identifie R6 RISQUE INVERSION IMPORTANT DES
ECHANTILLONS LORS DE LA MANIPULATION TECHNIQUE

Le choix de modifier la méthode d’extraction sur tubes primaires de sang total est
plus sécurisant et permet un gain de temps significatif. Cependant, les premiers
résultats nous révelent qu’il est difficile d’obtenir par cette méthode une concentration
a 135 ng/uL d’ADN, nécessaire a la réalisation des PCR dans I'examen de la
clonalité lymphoide. Le biologiste responsable du secteur est informé de ce probléeme

et poursuit cette démarche en contactant de nouveaux fournisseurs.

4.5.7. Risque identifié R7 DEFAILLANCE DES THERMOCYCLEURS,
POROSITE DES FILMS DE PLAQUE PCR

Les actions menées pour le risque R3 ont permis de mieux maitriser les
maintenances et le suivi du matériel en général sur le LCH et parmi ce matériel les
thermocycleurs du secteur de biologie moléculaire. Les techniciens ayant pris
conscience du bénéfice de maintenir et de suivre la gestion du matériel au quotidien,
le nombre de panne des thermocycleurs a diminué. Par conséquent, I'indice de

criticité résiduel est passé de 4 a 2.

Concernant, les évaporations des produits l'action est toujours en cours pour

déterminer les causes.
4.6.Le suivi des risques : Revue de la stratégie des risques

Ce tableau AMDEC a mis en évidence la présence de risques de criticité mineure ne
nécessitant pas d’action particuliere selon la PG (Annexe 4). Cependant, certaines
exigences de la Norme NF EN ISO 15189: 2012” et du SH REF 02° ne sont pas
entierement maitrisées sur cet examen. En effet, il manque des moyens de maitrise
pour certaines étapes analytigues (documents, CIQ, vérification de transfert de
données informatique ...). J'ai donc proposé plusieurs actions préventives, qui sont
en cours de realisation. Par exemple, la mise en place d’'un CIQ pour I'étape
analytique d’extraction ADN, basé sur le rendement d’ADN extrait par rapport au
nombre de cellules dans I'’échantillon et d’'un CIQ pour l'utilisation du séquenceur

(CIQ fournisseur).
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Dans la Lettre Qualité n°9 de juillet 2016 (Annexe 16), du GHU SLS/LRB/FW
« spécial certification v2014 », est présenté le niveau de maitrise des risques par
I'HAS (figure 6). Avec Nathalie SCHNEPF, RAQ du GHU SLS/LRB/FW, nous avons
décidé d’intégrer cette grille afin de hiérarchiser les risques en fonction de leur
maitrise et non plus seulement par rapport a la valeur de I'indice de criticité. Je l'ai

donc appliqué au cas exposé dans ce mémoire.

v Evaluation du niveau de maitrise
Elle s’appuie sur la conjonction de deux actions successives.

La premiére vise, pour chaque risque identifie, a décrire le dispositif de maitrise, de réduction et/ou
de suppression du risque au travers de différents actions. Cette description se fonde sur la mesure
de l'efficacité des actions de maitrise, réduction, suppression du risque (état d'avancement) grace
au suivi d’indicateurs et de résultats a périodicité définie (déterminée en fonction de la criticité).

La deuxieme permet a I'établissement d’évaluer son niveau de maitrise. La HAS propose a ce titre
une grille d’évaluation de la maitrise de la thématique.

On sait faire face, bonne maitrise : plans avec exercices et formations, veille,

Niveau 1 = : : :
contréle, amélioration continue

Niveau 2 On a tout prévu : plans d'action en place avec indicateurs

Niveau 3 On a organisé : organisation en place sans évaluation

Niveau 4 On est en alerte : quelques actions mais insuffisantes - veille mais sans actions
Niveai 5 On découvre le risque : aucune action en place - études en cours - actions
inefficaces ...

Figure 6 : Grille des niveaux de maitrise des risques identifiés.

b

Grace a cette grille et au tableau AMDEC réalisé, les risques identifiés dans le
tableau AMDEC (de R1 a R7) ont pu étre hiérarchisés difféeremment. La figure 7
présente la hiérarchisation des risques selon le tableau AMDEC et selon la nouvelle

méthode proposée par I'HAS :
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NIVEAU DE MAITRISE DES RISQUES
N
1 2 3 4 5
c
1
2
3
Indice de criticité (Tableau AMDEC) : RS
5
G
6
1 7
F 8
9
10
1 1 11
12
13
14
2 2 =
16
17
3 3 18
19
20
4 4 21
22
23
5 5 2%
25

Figure 7: Hiérarchisation des risques selon leur indice de criticité résiduel d’aprés le tableau AMDEC vs

hiérarchisation des risques selon leur valeur de 'indice de criticité et leur niveau de maitrise.

En comparant les deux méthodes de hiérarchisation des risques identifiés on
observe un ordre de prise en charge différent :

Ordre selon tableau AMDEC Ordre selon niveau de maitrise

(préconisé par I’ HAS)

Risque R1 Risques R2 et R4
Risque R2 et R4 Risque R6
Risque R6

Risque R3

Risque R5 et R7

Cette nouvelle hiérarchisation de prise en charge des risques permet de les
hiérarchiser en fonction de 'avancement des actions mises en place. Par exemple,
d’aprés le tableau AMDEC, le risque R1 est toujours prioritaire alors que selon la
méthode qui tient compte du niveau de maitrise, le risque R1 n’est plus aussi

important car des actions sont en cours.
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Le tableau Il récapitule les risques. |l permet de résumer le travail effectué et de faire

un point rapide sur notre niveau de maitrise de 'examen clonalité lymphoide.

RISQUE
IDENTIFIE

R1

LIBELLE DU RISQUE

ERREUR ENREGISTREMENT
AGENT ACB

FREQUENCE

Valeurs
delabs

GRAVITE

Valeurs
delabs

CRITICITE

15

DISPOSITIF DE
MAITRISE EN PLACE

Action corrective
03-16-1999 et PAQ
2016 (action P1) :
sensibilisation
agents ACB ala
saisie manuelle
(P1) + MISE EN
CODE BARRE
SAISIE DES
PRESCRIPTEURS
(P16)+
INSTRUCTION
SUR LA
VERIFICATION
SAISIES
MANUELLES AU
LCH (P15)+
CREATION DES
PRESCRIPTIONS
FORMAT SCAN
ORDO (P2)

R2

CONDITIONS TRANSPORT ET
ACHEMINEMENT NON
RESPECTEES

NOUVELLE
FEUILLE DE
DEMANDE AVEC
HEURE DE
PRELEVEMENT
VERSUS HEURE
ARRIVEE AU
LABORATOIRE
(P2)

R3

PROBLEME CENTRIFUGEUSE,
REFRIGERATEUR,MUSE,
CONTAMINATIONS

VERIFICATION
TABLEAU
MAINTENANCE
(P3) +
INSTRUCTION
MODE DEGRADE
DU MUSE+
PROGRAMMES
SUR CENTRI
POUR EVITER
ERREUR VITESSE

R4

NON RESPECT DES
PROCEDURES
D'ENREGISTREMENT ET DE
STOCKAGE

MODIFICATION
ORGANISATION
DIMINUTION
NOMBRE DE
BOITE DE
RANGEMENT +
CREATION
POSITION
AUTOMATIQUE
DANS GLIMS (P17)

R5

ABSENCE DE CARBOGLACE

AUGMENTATION
LIVRAISON A 3
FOIS PAR
SEMAINE

R6

RISQUE INVERSION IMPORTANT

MISE EN PLACE
EXTRATION SUR
TUBE PRIMAIRE
SANG TOTAL
EDTA (P18)

R7

DEFAILLANCE
THERMOCYCLEURS, POROSITE
DES FILMS DE PLAQUE

ACTION
CORRECTIVE 01-
16-1802
SENSIBILISATION
TECHNICIEN AU
RESPECT
MAINTENANCES +
MANUEL
UTILISATION
THERMOCYCLEU
RS (P24)

Tableau Ill: Tableau récapitulatif des risques identifiés pour I'examen de la clonalité lymphoide

NIVEAU DE
MAITRISE

Valeurs
delab

CONCLUSION

encore
derniére
action a
mettre en

place

action en
cours
d'élaboration

toutes les
actions sont
en place =
efficacité
révélée,
risque
maitrisé

action en
cours
d'élaboration

action
efficace

action en
cours
d'élaboration
: tests en
cours

encore
derniere
action a
mettre en
place
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L’avantage de cette approche est donc de mieux cibler les priorités et de consolider
I'amélioration continue (chapitre 4.12 de la Norme NF EN ISO 15189 et SH REF
029).

5. CONCLUSION

La maitrise des risques « a posteriori » a pu mettre en évidence des risques non
négligeables sur un examen de biologie moléculaire réalisé depuis de tres
nombreuses années sur le laboratoire. Cet examen maitrisé et dont les résultats des
EEQ sont excellents recéle des risques qui auraient pu amener dans les années a
venir des écarts lors de la visite du COFRAC. La maitrise des risques permet de
mieux appréhender, de mieux connaitre la réalisation des examens effectués dans
notre laboratoire et d'impliquer durablement 'ensemble du personnel dans une
démarche d’amélioration continue. Ce projet fut ma premiere responsabilité en tant
que référent qualité structure, il m’a permis a la fois de réaliser un travail transversal
et de structure en rédigeant le paragraphe sur la maitrise des risques de la PG
Validation et vérification des méthodes en biologie médicale et de me I'approprier en
le réalisant dans ma propre structure. Pour le réaliser, j’ai di mettre en place divers
outils qui m'ont été enseignés durant cette année : tableau AMDEC, suivi d'lQ,

création de logigramme... et de mieux appréhender I'utilisation de Kalilab.

La méthode de travail qui en résulte sera étendue et affectée a I'ensemble des
activités du LCH.

Sur le plan personnel, 'année qui vient de s’écouler a été trés enrichissante. D’abord
en tant que technicienne de laboratoire, puis en tant que référente qualité structure
jai pu apprendre énormément auprés de personnes trés compétentes dans leur
domaine. Aujourd’hui, je suis convaincue que la qualité est I'affaire de tous et que

seul le travail d’équipe portera ses fruits.
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Annexe 1

Les hopitaux et groupes

hospitaliers de

I'AP-HP et

les universités de rattachement

Hauls-de-Seine
97

UNIVERSITE
VERSAILLES
ST QUENTIN-EN-YVELINES

@

Hépital
maritime de Berck

Paul-Dourmner
Liancourt 80

»

Hépital marin

LE O

San Salvadour
Hipéras B3

m Hapital

Unité de de Mhospitalisation
& domicile (HAD)

Université de rattacherment
* SAMU de IAP-HP

B siége de rAP-HP

Louis-Mourier
Colombeas B2

UNIVERSITE
PARIS DIDEROT

.".I-
Sainte-Périne
Rossini
Chardon-Lag

UNIVERSITE
PARIS SUD

H. U. PARIS OUEST

H. U. NECKER
ENFANTS MALADES

H. U. PARIS
ILE-DE-FRANCE OUEST

a ®) L2 colieginie
. S —
Le 3
Henri-Mondor
Créted] B4
Antol are Bery-mir-Seine 84 0*
Clamart @2 \ Albert-Chenevier
a Crét=d 34
UNIVERSITE "
PARIS DESCARTES @ e o

Adélaide-Hautval
Villiers-le-Bel 85

Seine-Saint-Denis
83

UNIVERSITE
PARIS 13 NORD

~ Bichat
tlnuda-amrd

_Rabart=Debré | @ UNIVERSITE
i | PIERRE

rmand-Trousseau

Val-de-Marne
94

gy ©

Georges-Clemeanceau 0
Champeued 81

UNIVERSITE
PARIS-EST

CRETEIL VAL-DE-MARNE

H. U. PARIS

SEINE-SAINT-DENIS H. U. EST PARISIEMN

H. U. PARIS NORD VAL-DE-SEINE H. U. PITIE-SALPETRIERE
CHARLES-FOIX

H. U. SAINT-LOUIS

LARIBOISIERE - FERNAND-WIDAL H. L. PARIS SUD

o L ./ ET MARIE CURIE
. Tenal A !
1 3

AP-HP - Directlon de la communlcation - Juln 2015

36



Annexe 2

”6p‘f'uxsi”|;‘;r_sﬂgg‘f§ Organigramme fonctionnel du Laboratoire de
LARIBOISIE| biologie médicale du p6le B2P
(Biologie- Physiologie — Pathologie)

Pole 108

Mise a jour

OISIER 18/01/2016
FERNAND-WIDAL

DIRECTIONS E)'(ECUTlF DE POLE . DIRECTION DES AFFAIRES
Erancois SIMON, Chefde Péle MEDICALES
FONCTIONNELLES = = .
DU GROUPE Jean-Marie LAUNAY, AdjointauChefde Pdle ET DE LA BIOLOGIE
Elisabeth FAURE, Cadre Paramédical de Péle Dzemail ALILI, Chargé de Mission
HOSPITALIER T L . A " .
Emmanuel W , Cadre Administratif de Péle en Biologie

RESPONSABLES QUALITE
RQ: Nathalie SCHNEPF
RQAdjoints : Roland CHANTOME,
Nathalie TIERTANT
Suppléants du Chargé de missionenbiologie

ADMINISTRATEUR GENERAL KALILAB
Fabien ZASSADOWSKI
Suppléants:

Roland VEILLET
Rachel DALLEU

GESTIONNAIRES DES EVENEMENTS INDESIRABLES
Roland CHANTOME (site Saint-Louis)
Armelle PINEIRO (site Lariboisiere)

RESPONSABLE METROLOGIE
Philippe MANIVET
Suppléant : Marie-Christine MAZERON

RESPONSABLE INFORMATIQUE
Jean-Pierre GARNIER
Suppléant : Hanae MACHMACHI

RESPONSABLE DES AUDITS INTERNES
Béatrice MARECHAL
Suppléant : Roland CHANTOME

Structures internes/ services
Saint-Louis (076)

Structures internes / services
Lariboisiere (047)

ANATOMIE PATHOLOGIE
Responsable : Philippe BERTHEAU

ANATOMIE CYTOPATHOLOGIE
Responsable : Homa ADLE-BIASSETTE

MICROBIOLOGIE
Responsable : Frangois SIMON

PARASITOLOGIE-MYCOLOGIE
Responsable : Stéphane BRETAGNE

BIOCHIMIE
Responsable : Hervé PUY (intérimaire)

UF d'ONCOLOGIE MOLECULAIRE
Responsables : Patricia de CREMOUX,
Jacqueline LEHMANN-CHE

BACTERIOLOGIE
Responsable : Emmanuelle CAMBAU

TOXICOLOGIE BIOLOGIQUE

Responsable : Olivier LAPREVOTE

BIOLOGIE CELLULAIRE
Responsable : Christine CHOMIENNE

UF DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE AUTOMATISE
ACCUEIL CENTRALISE DE BIOLOGIE
Responsable : Dominique VITOUX

BIOCHIMIE
Responsable : Jean-Marie LAUNAY

UF GENETIQUE MOLECULAIRE
Responsable : Jean-Louis LAPLANCHE

RECEPTION TRI
Responsable : Jean-Marie LAUNAY

UF PHARMACOLOGIE BIOLOGIQUE
Responsable : Samia MOURAH

IMMUNOLOGIE-HISTOCOMPATIBILITE
Responsable : Sophie CAILLAT ZUCMAN

GENETIQUE NEUROVASCULAIRE

Responsable : Elisabeth TOURNIER -LASSERVE

DEPARTEMENT D'HEMATOLOGIE BIOLOGIQUE (SAINT-LOUIS/LARIBOISIERE)
Responsable : Frangois SIGAUX

UF HEMATOLOGIE
Responsable : Jean SOULIER

UF HEMOSTASE THROMBOSE
Responsable : Agnés VEYRADIER
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Annexe 3

Page 1surl
. ' . . . . N .
Planning d'Audits internes du LBM B2P : mai 2016 a mai 2017
EVALUATION
Duré
DATE de REFERENTIEL(S) R
FAUDIT Type d’évaluation Auditeurs Champ d’audit o
s)
- Norme COFRAC NF EN Auditeur externe
ISO 15189 et Recueil LBM
3 et 4 Mai . e Audit interne Biologiste CH Poissy | Audit Management + Technique Gestion de la portée flexible 2
d’exigences spécifiques . . . .- - . .. .
2016 - SH REF 02 externalisé (DU auditeur en Génétique neuro-vasculaire, Lariboisiére jours
biologie médicale -
-SH REF 08 Paris V)
- Norme COFRAC NF EN
Du 15 Juin IS:O ,15189 et R?c.u,ell L Auditeurs internes | Processus support /Processus informatique (S6)/ Maintenances équipements et logiciels. 4
2016 au 04 d’exigences spécifiques Audits internes heur
LBM Toutes les structures du LBM
novembre - SH REF 02 es
2016
- Norme COFRAC NF EN Audits internes Audit dulposte de.travail (technigue + management) des_structures .SITI-:/,Hématologie/SLS,
ISO 15189 et Recueil ' Auditeurs internes SLV/ Hématologie/ LRB, SI'_B_/Anapath /SLS, SLN/ Hlsto'compatlblllte/SLS, SLQ/ 1
Janvier 2017 3 | d’exigences spécifiques et/ou audits LBM et / ou société Anapath/ LRB, SLT/ Biochimie / LRB, SLU /centre de tri /LRB jour
. internes Audit de la portée flexible des structures SLF/ Hématologie/SLS, SLV/ Hématologie/ LRB et |7,
mai 2017 - SH REF 02 . cas P née
SH REF 08 externalisés SLT/ Biochimie / LRB.
. Cf plan d’action de I'écart n°16 d’Avril 2016 (fiche SLA-05-16-094)
Norme COFRAC NF EN ISO Auditeurs externes
15189 et Recueil L L. Audit du poste de travail : « mutation JAK2 V617F » %
c . Audit interne LBM (équipe . N . - . .
04 JUIN 2016 | d’exigences spécifiques . b Biologie Cellulaire, Saint-Louis jour
- SH REF 02 externalisé d’auditeurs de née
I’'HEGP)

- SH REF 08
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Annexe 4

Hopitaux Universitaires

();.I SAINT-LOUIS Identifier et maitriser les risques du

¢ ] Page 1sur 13
FERAND oA laboratoire B2P

1. OBJET DE LA PROCEDURE

La présente procédure décrit les dispositions prises par le laboratoire B2P (LBM B2P) pour assurer l'identification
et la maitrise des risques inhérents a chacun de ses processus. Elle définit les responsabilités au sein du
laboratoire en termes de contrdles nécessaires a I'évaluation de défaillances potentielles pouvant avoir un impact
sur la qualité des résultats des examens de biologie médicale.

2. DOMAINE D’APPLICATION

Cette procédure s'applique :

- au biologiste-responsable du LBM B2P ;

- auresponsable qualité et responsables qualité adjoints ;

- aux responsables informatique et métrologie du laboratoire ;

- aux responsables des structures (chefs de services) ;

- aux référents qualité, informatique, métrologie des structures ;
- aux pilotes de processus et de sous-processus ;

- aux référents hygiéne des structures ;

- aux cadres des structures,

- aux biologistes,

- auresponsable des audits internes et aux auditeurs internes.

3. DOCUMENTS DE REFERENCE ET DOCUMENTS ASSOCIES

3.1. Documents de référence

NORME NF EN ISO 15189 : 2012 et son SH REF 02 associé

SH GTA 01 -rév.01 « Guide technique d'accréditation en biologie médicale »

SH GTA 04 - rév.01 « Guide technique d'accréditation de vérification (portée a) / validation (portée b) des
méthodes en biologie médicale »

3.2. Documents associés

Les documents associés a cette procédure sont liés informatiquement dans KaliLab et sont visibles dans I'onglet
« Informations supplémentaires », rubrique « Documents joints » (version 15.00 du logiciel).
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4. DEFINITIONS

Accident : événement ou suite d’événements néfastes, entrainant des dommages notamment corporels, parfois
mortels.

Détection : évaluation de la probabilité que les contréles détecteront la cause d'une défaillance ou la défaillance
elle-méme.

Effet : conséquence défavorable que les personnes pourraient subir
Evénement indésirable : changement non souhaité affectant le déroulement d’un processus

Incident : événement dégradant n’entrainant pas de dommages corporels, mais susceptible d’étre considérés
comme précurseur d’accident

Non-conformité : non-satisfaction a une exigence spécifiée.
Occurrence : évaluation de 'apparition d’une défaillance particuliére.
Sévérité (gravité) : évaluation de I'importance de I'effet de la défaillance potentielle.

5. EXIGENCES REGLEMENTAIRES ET NORMATIVES

5.1. Norme NF EN ISO 15189 : 2012

4.14.6 Gestion des risques

Le laboratoire doit évaluer I'impact des processus de travail et défaillances potentielles sur la sécurité des
résultats des examens et doit modifier les processus pour réduire ou éliminer les risques identifies, et
documenter les décisions et actions menées.

5.2. Document SH GTA 01

4146 Gestion des risques

Pour respecter les exigences normatives et en particulier celles du § 4.14.6 de la norme NF
EN 130 15189, le laboratoire doit tout metire en ceuvre pour réduire etfou éliminer les
risques potentiels identifiés. La gestion des risques de chagque processus comporte plusieurs
étapes -

- lNdentification des risques potentiels

- Festimation du risque (gravité et fréquence)

- la maitrise du risgue
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Les nsques potentiels dans un laboratoire de DIBIDgIE médicale sont par exemple de fournir
des résultats trop tardifs, inexacts ou accompagnes d'une interprétation ermonge pouvant
avoir un impact sur le diagnostic ou le traitement médical.

Lidentification des risques peut étre effectuée a partir de 'étude de I'étendue des non-
conformités et des réclamations. Les risques potentiels peuvent étre identifiés soit & partir
des analyses de tendance (contrdles qualité, suivi métrodogigque, .. ), soit a partir de I'etude
minutieuse des processus permettant Iidentification des étapes sensibles lors de leur
réalisation (norme ISOVTS 22367 « Laboratoires médicaux — Réduction d'erreurs par gestion
du risque et amélioration continue »).

L'estimation du risque permet de hiérarchiser / prioriser les actions de maitrise a metire en
place. Le lahoratoire sera donc ameng a établir une échelle de criticité tenant compte de la
fréquence et de la gravité des évéenements indésirables afin de les maitriser {methode
d analyse de type AMDEC, HACCP, __). Suite aux actions, le laboratoire peut &tre amené, si
nécessaire, 2 modifier les processus ou procédures associées.

Les al:tlons mises en place sont fracées (sous forme d'actions préventives, plans d'action
.

La gestion des risques est un élément d'entrée de la revue de direction.

5.3. Document SH GTA 01

8 GESTION DES RISQUES

La maitrise des risgues dans le cadre de la vérnfication)/-validation de méthodes consistera a
identifier les critéres de qualité de la méthode etles &tapes critiques de la phase analytique a
maitriser. La méthode des 5M pourra étreutilisée en envisageant tous les points critiques
concernant les locaux et conditions environnementales (agencement, température, ..}, les
réactifs (préparation, vanations lot alot et-stabilite), les equipements (respect des modes
opératoires et instructions foaurnisseur, maintenance, étalonnage, raccordement
meétrologique), le personnel (formation, évaluation des compétences), la méthode (critéres
de performance : fidélité, justesse. incertitudes, interférences...), sans négliger les critéres
de qualite des echantillons-analyseés.

6. RISQUES ET GESTION DES RISQUES EN LABORATOIRE DE BIOLOGIE

MEDICALE

6.1.

Qu’est-ce qu’un risque ?

Un risque est une situation non souhaitée ayant des conséquences négatives résultant de la survenue d’un ou
plusieurs événements dont 'occurrence est incertaine (ANAES). Il s’agit d’'un événement entravant la mission qui
consiste a assurer des soins de qualité aux personnes en toute sécurité. Dans un laboratoire de biologie
médicale, le risque potentiel est de fournir des résultats erronés, trop tardifs, inexacts ou accompagnés d'une
interprétation inappropriée pouvant avoir un impact sur le diagnostic ou le traitement médical.
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6.2. Qui est concerné ?

- Les patients, prescripteurs et autres clients du LBM ;
- Le personnel du LBM;
- L’environnement.

6.3. Quels sont les risques encourus ?
Il existe deux grands types de risques : les risques réglementés et les risques non réglementés.

6.3.1. Lesrisques « réglementés »

Les risques réglementés sont liés a I'incendie, a la construction, au risque infectieux, chimique, radioactif, aux
dispositifs, etc...

Ces risques sont gérés par les établissements dans le cadre d’une sécurité réglementaire organisée (ex : CLIN,
vigilances...). Il s'agit d’une étape légale indispensable. Une gestion optimale de ces risques réglementés
n‘entraine pas pour autant I'absence de risque car ils ne représentent que 4% des risques d’un I'établissement.

Les vigilances sanitaires permettent de surveiller les risques d'incidents ou d’effets indésirables liés aux produits
de santé aprés leur mise sur le marché. Elles concourent a assurer une veille sanitaire par un processus continu
de recueil, d’enregistrement, d'identification, de traitement, d’évaluation et d’investigation des événements
indésirables liés a I'utilisation des produits de santé afin d'optimiser leur sécurité d’'emploi.

La loi pose notamment le principe général de déclaration par les professionnels et les établissements de santé
des différents types d’événements indésirables. Déclarer les effets indésirables et les incidents constatés permet
d’appréhender au plus vite le profil de sécurité d’'un produit, et de renforcer la sécurité sanitaire des patients, et
d’améliorer les pratiques de gestion du risque.

Le laboratoire peut étre confronté aux vigilances suivantes :

= Identitovigilance : systéme de surveillance et de gestion des risques et erreurs liés a l'identification des
patients ;

= Infectiovigilance : ensemble des mesures spécifiques de surveillance, de prévention et de maitrise des
infections nosocomiales ;

= Matériovigilance : elle a pour objet la surveillance des incidents ou des risques d'incidents résultant de
l'utilisation des dispositifs médicaux. On entend par dispositif médical tout instrument, appareil,
équipement, matiére, produit, a I'exception des produits d’origine humaine ou autre article utilisé seul ou
en association, y compris les accessoires et logiciels intervenant dans son fonctionnement, destiné par
le fabricant a étre utilisé chez 'homme a des fins médicales et dont I'action principale voulue n’est pas
obtenue par des moyens pharmaceutiques ou immunologiques ni par métabolisme, mais dont la
fonction peut étre assistée par de tels moyens ;
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= Radioprotection : elle désigne I'ensemble des mesures destinées a prévenir ou a réduire les effets des
rayons ionisants afin de protéger les populations et les travailleurs qui y sont exposés. Ces mesures ne
se limitent pas a la protection des personnes, elles tiennent aussi en compte I'environnement dans
lequel elles évoluent ;

= Réactovigilance : elle consiste en la surveillance et I'évaluation des incidents et risques d'incidents
résultant de I'utilisation d’'un dispositif médical de diagnostic in vitro (DMDIV) ;

= Toxicovigilance : elle a pour objet la surveillance des effets toxiques pour 'homme d’un produit, d’'une
substance ou d'une pollution aux fins de mener des actions d’alerte, de prévention, de formation et
d’information.

Sur le GH Saint-Louis / Lariboisiére / Fernand Widal, une liste de vigilants a été établie pour réagir au plus vite a
tout événement indésirable grave concernant les vigilances (voir document associé a cette procédure générale).

6.3.2. Les risques « non réglementés »

Oubli, maladresse, qualification incertaine, erreur, accident (chute), recopiage, transcription verbale, malveillance,
non encadrement des juniors, absence de protocole, procédure non respectée, défaut de consentement, suivi
défectueux, charge de travail, réactifs périmées...

Ces risques ont un impact sur la qualité des résultats : variations pré-analytiques, per-analytiques, post-
analytiques

6.4. Gestion des risques

6.4.1 Généralités

La gestion des risques consiste a maitriser les risques avérés et prévenir les risquespotentiels. Elle vise a réduire
les risques de survenue d'événements indésirables ou d'accidents concernant les patients ou le personnel. Elle
permet a I'établissement de continuer a fonctionner.

L’évaluation et la maitrise des risques fait partie intégrante des responsabilités d’un directeur de laboratoire. Par
exemple, l'analyse des risques d’erreurs concernant les résultats d’examens de biologie médicale fournis,
potentiellement délétéres pour la prise en charge des patients, doit avoir été conduite et les mesures nécessaires
a leur prévention mises en ceuvre.

Pour prévenir les risques en laboratoire de biologie médicale, deux approches sont possibles :

- La prévention primaire qui est faite a priori (ou proactive) : elle permet de se demander ce qui pourrait
mal se passer et d'anticiper au maximum la survenue d’événements indésirables ;

- La prévention secondaire, faite a posteriori (ou réactive) : elle permet, en présence d’événements
indésirables qui sont survenus, de s'interroger sur ce qu'il s'est passé.

Les deux approches sont a combiner car il est important d'analyser le passé (approche a posteriori), mais

aussi d'identifier des risques potentiels (approche a priori).
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6.4.2

Les différentes étapes de la gestion des risques

La gestion des risques dans un laboratoire de biclogie médicale comporte plusieurs étapes représentées dans la

figure 1.

- Evaluer la criticité

Figure 1: Les 4 étapes de la gestion des risques.

L'efficacité de la prévention doit étre évaluée par l'inventaire périodique des risques résiduels, voire de nouveaux
risques a prendre en compte, et les stratégies de prévention réguliérement réadaptés a I'évolution de ces
données (application du principe d’'amélioration continue au domaine de la prévention des risques).

6.5.

Identification des risques dans un laboratoire de biologie médicale

Les risques et leurs origines peuvent étre identifiés par la méthode des 5M, puis leur criticité est évaluée par la
méthode AMDEC.

Les risques potentiels peuvent étre décrits a I'aide du graphe d'ISHIKAWA (méthode des 5 M) :

Main d'ceuvre : erreur humaine, personne incompétente ou pas suffisamment formée, personne non
habilitée ;

Méthode : inexistante, documents pas adaptés, responsabilités mal définies (la fagon de faire, orale et
écrite, procédure, instruction...) ;

Matériel : déréglé, endommagé, non adapté, maintenances non effectuées (équipement, machine, petit
matériaux, systémes d'information,...) ;

Matiére : non conforme, manquant, pas adapté (consommable, échantillon biologique,...) ;

Milieu : dégradé, non adapté (environnement physique et humain, conditions de travail).

On peut ajouter un 6éme « M » a 'analyse pour Management
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- Evaluer la criticité des risques

L’évaluation des risques passe par la détermination d’un indice de criticité.

L'indice de Criticité d'un risque (C) est le produit de sa Fréquence (F) et de sa Gravité (G) :

C=FxG.

- Maitriser les risques

L'indice de criticité ainsi obtenu permet de hiérarchiser et de prioriser les risques pour lesquels il est nécessaire
de mettre en place un plan d’actions.

- Verifier que les risques identifiés sont maitrisés.

L'indice de criticité ainsi obtenu permettra de hiérarchiser les risques et de prioriser les plans d'actions en
découlant.

En cas d’évaluation a priori, la fréquence est remplacée par la Probabilité d’Occurrence. Pour simplifier, nous
appellerons aussi cette Probabilité d’occurrence (F).

L'efficacité de la prévention doit étre évaluée par l'inventaire périodique des risques résiduels, voire de nouveaux
risques a prendre en compte, et les stratégies de prévention régulierement réadaptés a I'évolution de ces
données (application du principe d’amélioration continue au domaine de la prévention des risques).
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7. GESTION DES RISQUES ET VIGILANCES AU LABORATOIRE B2P

L’étude des risques au laboratoire s'inscrit dans le cadre de la démarche qualité exigée par la norme NF EN I1SO
15189 : 2012 (voir § 5 de cette procédure). Elle permet de ne rien négliger, d’anticiper d’éventuelles défaillances
qui pourraient conduire a une incapacité partielle voire totale de produire un résultat d’'examen fiable et de
qualité. Pour répondre aux exigences de la norme NF EN ISO 15189, I'analyse des risques doit se faire a
plusieurs niveaux :

7.1.

A I'échelle du laboratoire. Pour chaque processus de la cartographie des processus du LBM B2P, les
risques doivent ainsi étre identifiés, leur criticité évaluée et pour les risques les plus critiques, des

actions de maitrise doivent étre proposées et suivies.

A I'échelle des structures ou les risques doivent également étre identifiés, par exemple par 'analyse des
non-conformités. La gestion des risques du processus P2-Analytique fait désormais partie intégrante

des dossiers de vérification / validation de méthodes (voir § 5.3 et 8).

Identification des risques de chaque processus

De nombreuses situations permettent d'identifier les risques a priori ou a posteriori. Quelques exemples (listes
non exhaustives) sont donnés ci-dessous.

711,

Situations / sources permettant d’identifier un risque a priori

L’identification des risques est faite avant que ceux-ci n‘aient eu lieu. Cette évaluation peut provenir de sources
diverses :

7.1.2.

Ecart Cofrac obtenu par un autre LBM ;
Congrés ;

Réunion interne ou externe au LBM B2P ;
Formation interne ou externe au LBM B2P;
Etude minutieuse d’'un processus ;
Suggestions du personnel ;

Autres.

Situations / sources permettant d’identifier un risque a posteriori

Elles sont multiples :

Non-conformités ;

Réclamations et événements indésirables ;
Audits internes et externes ;

Document Unique des risques professionnels ;
Accidents du travail ;

Indicateurs qualité ;

Enquétes de satisfaction ;

Autres.
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7.2. Evaluation de la criticité des risques et mise en place d’actions

correctives et/ou préventives

Pour chaque risque, il convient d’évaluer :
- Lafréquence ou probabilité d'occurrence (Tableau 1) ;
- Lagravité (Tableau 2) ;
Une cotation de 1 a 5 est attribuée a chaque paramétre.

Fréquence Signification Cotation
Tres rare Moins de 1 fois par an 1
Rare 1 a 3 fois par an 2
Peu fréquente Au moins 1 fois par trimestre (4 a 12 fois par an) 3
Fréquente Au moins 1 fois par mois (12 a 50 fois par an) 4
Trés fréquente Au moins 1 fois par semaine (> 50 fois par an) 5

Tableau 1 : détermination de la fréquence d’un risque
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Gravité

Signification

Cotation

Mineure

Sans impact sur la prise en charge du patient ou sur
le rendu des résultats.

Sans effet sur la performance, les processus, la
poursuite de 'activité ou la sécurité.

Incident du travail

Significative

Conséquences modérées sur la prise en charge du
patient ou sur le rendu des résultats (retard,...),
mais sans conséquence grave pour le patient.
Effet ne remettant pas en cause le fonctionnement
du processus.

Atteinte superficielle, sentiment d'insécurité.
Dégradations mineures

Accident du travail sans arrét

Grave

Conséquences significatives sur la prise en charge,
surveillance renforcée, erreur sur le rendu de
résultat

Arrét temporaire de I'activité avec solution de
remplacement

Arrét de travail < 21jours

Critique

Conséquences graves, pronostic vital du patient
engage, risque de séquelles

Dégradation permanente de I'activité avec impact
sur les performances et la sécurité

Dégradation de matériel de valeur

Arrét de travail > 21jours

Tres critique (ou catastrophique)

Déces, séquelles graves irréversibles

Arrét de I'activité sans solution de remplacement
Dégradation majeure ne permettant pas de réaliser
I'activité

Arrét du travail en entrainant le déces ou des
séquelles graves irréversibles

Tableau 2 : détermination de la gravité d’un risque.
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La criticité C du risque est alors égale a :

C = cotation fréquence F x cotation gravité G

Selon sa valeur, cette criticité peut étre faible (1 a < 4), modérée (4 a < 10) ou élevée (= 10) (Figure 3).

Figure 2 : Criticité d’un risque.
Selon sa valeur, la criticité d’un risque peut étre faible (en vert), modérée (en orange) ou élevée (en

rouge).

Pour les risques applicables a plusieurs structures, il convient d’estimer l'indice de criticité du risque dans chaque
structure concernée et de considérer que la criticité correspond a l'indice de criticité le plus élevé de I'ensemble

de ces structures.
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7.3. Analyser la nécessité de mettre en place des actions de maitrise

Tout risque présentant une cotation C = 10 ou une gravité G = 5 doit obligatoirement faire I'objet d’'une action
curative immédiate pour les risques a posteriori et de la mise en ceuvre d’un plan d’action (actions correctives
et/ou préventives) dans les délais les plus brefs (Tableau 3).

Nécessité de mettre en place des actions de maitrise (actions

Gravité et criticite curatives / correctives / préventives) et délai de cette mise en place

Gravité 1 a4 et

criticité faible (1 & < 4) Risque acceptable ne nécessitant aucune action particuliére.

Risque indésirable.

Gravité 1a4 et En fonction du risque identifié, une action / un plan d’action peut étre
criticité modérée (4 a<10) | souhaitable, mais la mise en place de cette ces actions n'est pas urgente
(dans les 6 mois).

Tableau 3 : Criticité et nécessité de mettre en place des actions correctives et/ou préventives

7.4. Veérifier que les actions mises en place ont été efficaces

A la fin du délai du plan d’action pour les risques a criticité modérée ou élevée, ou au moins une fois par an pour
tous les risques, quelque-soit la criticité initiale, il convient de faire un nouveau calcul de l'indice de criticité. Ce
bilan doit étre fait pendant la revue annuelle de processus, en amont de la revue de direction. Utiliser pour cela le
support d'évaluation annuelle de la Gestion des Risques.

Ce bilan doit comporter les informations suivantes : date du bilan, état de la criticité du risque lors de ce bilan et
conclusion sur la maitrise du risque : « oui » si le risque est maitrisé, « non » si le risque n'est pas maitrisé,
« Partielle » si la maitrise est partielle, « Obsoléte » si le risque a disparu. Pour un suivi plus facile, les cases
« Criticité » sont colorées en vert quand la criticité est faible (1 & < 4), en orange quand elle est modérée (4 a <
10) ou en rouge quand elle est élevée (= 10).

Ensuite, a 'aide du tableau n°4, conclure sur la maitrise du risque.

Les pilotes de processus/sous-processus initient et guident la description des risques inhérents a leur
processus mais il est du devoir de chaque membre du personnel de leur faire part d’un risque qu’il aurait
identifié lors d’une situation / source particuliére.
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I'identification

Faible
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Tableau 4 : Maitrise du risque

Légende :

Risque maitrisé

Risque dont la maitrise est partielle

Risque non maitrisé

8. ASSURER LA TRACABILITE DE LA GESTION DES RISQUES DU
LABORATOIRE B2P DANS LE LOGICIEL KALILAB

Les risques identifiés seront répertoriés dans une fiche d'identification des risques (une fiche par risque) qui est
amenée a évoluer trés réguliérement, au minimum 1 fois par an. Pour permettre les mises a jour réguliéres de
ces risques, on utilisera le module des fiches qualité dans KaliLab, permettant d'identifier les différents risques
rencontrés et d'y associer les plans d'actions correspondants si nécessaires.
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Paragraphe 1.1.2 : Analyse des risques de la procédure générale SLL-B2P-ANA-PG-005
Validation et vérification des méthodes en biologie médicale

e SAINT-LOUIS Validation et vérification des méthodes
(2." LARIBOISIERE bioloai 2dical Page 3sur8
FERNAND-WIDAL en blologie medicale
111 Processus analytique

Ensemble des méthodes permettant 'obtention des résultats d’examens aboutissant au diagnostic
biologique. Les examens de biologie médicale peuvent étre des processus simples ou des processus
complexes constitués par I'enchainement de plusieurs méthodes ou étapes.

1.1.2 Analyse des risques

L’analyse des risques s’appuie principalement sur la méthode des 5 M. Elle est réalisée au début du
processus de validation, sous la responsabilité du biologiste et doit étre archivée dans le dossier de
preuve de la validation de la méthode. L’amélioration continue doit étre faite également sur I'évaluation
des risques, donc l'efficacité de la maitrise des risques doit étre évaluée et adapter réguliérement selon
I'apparition ou la disparition de nouveaux risques.

MATERIEL

Tragabilité du

METHODES

Protocole

analytique:
traitement de
I’échantillon

T Resuurar
RS

mesurage
(métrologie)
Etat métrologique

| MAIN D'OEUVRE |

Formation
Habilitation

| MATIERE I

Echantillon
(Qualité du

| MILIEU |

Température

préléevement)
Réactifs

Hygrométrie Compétences

Les risques doivent étre évalué par une échelle de criticité (Indice de Criticité = C), selon la procédure
générale SLL-B2P-QUAL-PG-005 Identifier et maitriser les risques du laboratoire B2P :

L'indice de Criticité d'un risque (C) est le produit de sa Fréquence (F) et de sa Gravité (G) :

C=FxG

Cependant, I'analyse de risque étant réalisé « a priori », la fréquence F est donc égale a 1, d’'ou
I'échelle de criticité pour remplir la maitrise de risque du SH-FORM 43 est : C = G soit une échelle de 1
as.
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RAPPEL de la cotation de la gravité :

Gravité

Signification

Cotation

Mineure

Sans impact sur la prise en charge du patient ou
sur le rendu des résultats.

Sans effet sur la performance, les processus, la
poursuite de I'activité ou la sécurité.

Incident du travail

Significative

Conséquences modérées sur la prise en charge
du patient ou sur le rendu des résultats
(retard,...), mais sans conséquence grave pour le
patient.

Effet ne remettant pas en cause le
fonctionnement du processus.

Atteinte superficielle, sentiment d'insécurité.
Dégradations mineures

Accident du travail sans arrét

Grave

Conséquences significatives sur la prise en
charge, surveillance renforcée, erreur sur le rendu
de résultat

Arrét temporaire de l'activité avec solution de
remplacement

Arrét de travail < 21jours

Critique

Conséquences graves, pronostic vital du patient
engage, risque de séquelles

Dégradation permanente de I'activité avec impact
sur les performances et la sécurité

Dégradation de matériel de valeur

Arrét de travail > 21jours

Trés critique (ou
catastrophique)

Déceés, séquelles graves irréversibles

Arrét de I'activité sans solution de remplacement
Dégradation majeure ne permettant pas de
réaliser I'activité

Arrét du travail en entrainant le décés ou des
sequelles graves irréversibles

Si I'analyse de risque est réalisée « a posteriori », il est préférable de réaliser un tableau AMDEC qui
tient compte de la fréquence plutét que le tableau pré-rempli du SH-FORM 43.
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RESIDUELLE

PROCESSUS 5M DEFAILLANCE MODE DE DEFAILLANCE MOYENS DEMAITRISE | y00¢ o DETECTION | DOCUMENTS ASSOCIES ACTIONS INDICATEUR QUALITE R
- r x EXISTANTS  ~ r | CORRECTIVES/PREVENTIVES * x r
ABSENCE OU MAUVAISE DEMANDE IDENTITE PATIENT+  NOMBRE TUBE BIEN
PROBLEME IDENTITE \DENTIFICATION pRetevemenT 1 S | O IDENTITOVIGILANCE  VERIFICATION IDENTITE  INSTRUCTION PRELEVEMENT ETIUETTES ETIQUETE 1 2 2
VAUVAIS CONTENANT MAUVAIS ANTICOAGULANT . I CATALOGUE DES B
EXAMEN NON REALISABLE EXAMENS
MATIERE PROBLEME PRETRAITEMENT ERREUR TECHNIQUE 12 2 DOCUMENTS INSTRUCTION TRAVAIL 0
QUESTIONNAIRE MODIFICATION INTERVALLE
PROBLEME ACCUEIL PATIENT PATIENT MECONTANT 5 1 | 5 | PROCEDURED'ACCUEIL NOMBRERECLAMATION % CLIENT SATISFAIT 1 1 1
SATISFACTION PRISE DE RENDEZ-VOUS
PROBLEME CONDITIONS DE  MAUVAISE ORDRE DES TUBES OU 3 MANUEL DE RESULTATS 8
PRELEVEMENT ABSENCE DE PURGE PRELEVEMENT
VERIFICATION DE LA
COND':“;T ;:scpzic'rws‘:: MENT PERTE ECHANTILLONS 0 CONFORMITEALA 0
3 RECEPTION
a NON RESPECT DES
p PROCEDURES 0 0
A D'ENREGISTREMENT
PERSONNEL NON FORME 0 0
N MAIN D'GUVRE __ PERSONNEL NON HABILITE 0 0
: MATRICE DES COMPETENCES 3 a
INCOMPLETE
v MANQUE PERSONNEL 0 0
U 'MAUVAISES CONDITIONS
0 CONSERVATION DES 0 0
Q ECHANTILLONS
u MAUVAISE CONDITION DE
E MILIEU CONSERVATION REACTIF PRE- 0 0
TRAITEMENT
MOYENS NON ADAPTES 0 0
LIMITES NON CONNUES 0 0
METHODE MAUVAIS CHOIX 0 0
ORIENTATION ERRONEE 0 0
PANNE INFORMATIQUE 0 0
PANNE PNEUMATIQUE 0 0
PANNE FRIGO/CONGELO
MATERIEL STOCKAGE TEMPORAIRE 0 0
AVANT TRAITEMENT
PROBLEME ETIQUETTES 0 0
0 0
PROBLEME IDENTITE 0 0
PRETRAITEMENT 0 0
INTERFERENCES NON
MATIERE CONNUES 0 0
VOLUME INSUFFISANT 0 0
PROBLEME CENTRIFUGATION 0 0
PERTE DES BONNES 3 a
PRATIQUES
ACCIDENT CHIMIQUE 0 0
MAIN D'GUVRE AES 0 0
A MAUVAISES CONDITIONS DE 2 @
N TRAVAIL
Y PROBLEME ORGANISATIONEL 0 0
" MAUVAISE CONSERVATION 3 a
REACTIF
Y ECHANTILLONS DEGRADES [ 0
I MILIEY MAUVAISE DILUTION 0 0
LIMITES DE DETECTION NON
Q CONNUE 0 EEQ/CIQ 0
U INTERFERENCES NON
E CONNUES 0 °
METHODE LINEARITE NON ADAPTEE 0 0
CAUSES INCERTITUDE DE
MESURE 0 EEQ/CIQ 0
REACTIFS PERIMES OU MAL 3 a
STOCKES
MAUVAISE RECONSTITUTION 0 0
MATERIEL CONTAMINATION 0 0
PROBLEME /PANNE MATERIEL 0 0
MAUVAISE SURVEILLANCE DES o trQ B
DERIVES
ERREUR IDENTITE 0 0
RETARD RENDU RESULTATS 0 0
MATIERE RESULTATS NON ENVOYES 0 0
0 0
0 0
P ERREUR SAISIE 0 0
‘: MODIFICATION COMPTE- o o
: RENDU NON MAITRISEE
’ COMPTE RENDU MAUVAIS
. MAIN D'GUVRE DESTINATAIRE 0 0
N MAUVAISE INTERPRETATION 0 0
A PROBLEME ARCHIVAGE B n
L DONNEES
Y MILEY PROBLEME DE CONSERVATION 9 N
T ECHANTILLONS.
1
PAS VERIFICATION SAISIE
3 MANUELLE 0 0
VALITATION FAITE AVEC ABSENCE
E METHODE MAUVAIS CIQ 0 0
DE CIQ 0U CIQ HORS BORNES
PROBLEME 0 0
MATERIEL PANNE INFORMATIQUE 0 0
PANNE CONGELO/FRIGO o B
STOCKAGE

Figure | : Exemple de tableau AMDEC
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Dans Kalilab a partir de la V15 : La maitrise de risque a été ajouter a la validation de méthodes

Avancement de l'evaluation de la méthode
La case a cocher permet d'activer ou non le suivi de 'étape
Recapitulatif
Général .
Description de 1a méthade .

Mise En DEUVIE

I Maitrise des risgues ._I

Evaluation des perfarmances D.
¥ Repétahilité D.
[¥ Fidélité intermeédiaire D.
v “ariahilité inter-opérateurs D.
¥ Justesse D.
¥ Exactitude D.
v Sensibilité et spécificité analytique D.
[v Inceritudes D.

Le formulaire est pré-rempli il faut donc remplir I'indice de criticité ( = Gravité de 1 a 5) et d'y ajouter
les documents permettant la maitrise du risque. Par contre, il est impératif de I'ajuster pour chaque
parameétre (par exemple : les interférences sont différentes pour le dosage d’'un potassium et d'une
bilirubine). Pour cela on peut modifier ou supprimer un risque mais il est possible aussi d’en
ajouter :

MAITRISE DES RISQUES

: Formation et information du

Information des patients et

MOYENS DE MAITRISE

Identite

Préparation du patient Instructions cie prélévement

jm

Type de contenants Formation des préleveurs |ﬂStTLIEUEIﬂS de prélévement

Cantrale 4 reception
Matigre (Echantilons)

Gestion lagistigue (navettes,

MiliEu

Délai et terpérature avant

Prétraitement : centrifugation,

Interférences

onditions de conservation
échantillons (t*, ..}

4
-
A
Neture et valume e =
=
-
=

Conditions e centrifugation, ... —

Formatian ces préleveurs

Meétrologiessuivi des enceintes :I Iﬁ
Jaindre

INE

Critéres de centrifugation

Instruction de formation du

55



Annexe 6

Direction de I'Ingénierie et du Patrimoine E Direction des Achats et de la Logistique () Direction GHU () Direction des Affaires Médicales et Biologie E Direction des Ressources Humaines () Direction des
Soins . Direction des Usagers, du Systéme d'Information et de la Qualité

CARTOGRAPHIE DES PROCESSUS DU LABORATOIRE DE BIOLOGIE MIEDICALE DU POLE B2P

POLITIQUE QUALITEET [ O AMELIORATION CONTINUE (M5)
PILOTAGE DU SMQ (M1) COMMUNICATION MAITRISE (M3) GESTION DES RISQUES . O
Contrat de péle (M1/1) / Politique (m2) DOCUMENTAIRE ET VIGILANCES (M4) Audits internes (M5/1) / Gestion des
qualité (M1/2) / Confidentialité et Communication interne Documentation indexée Identification et maitrise non-conformités (pré-analytiques et
Ethique (M1/3) / Contrats de (M2/1) / Communication dans KaliLab (M3/1) des risques (M4/1) hors pré-analytiques), des actions
prestations (M1/4) / Accréditation externe (M2/2) /[ Site Documentation non Evénements indésirables correctives et préventives (M5/2) /
du LBM B2P (M1/5) / Approche intranet (M2/3) / Site indexée dans KaliLab (M4/2) Enquétes satisfaction clients (M5/3)
processus (M1/6) / Certification internet AP-HP (M2/4) (M3/2) . / Réclamations clients (M5/4) /
HAS (M1/7) Vigilances (M4/3) [ Indicateurs qualité (M5/5)
REVUE DE DIRECTION (M6) /E
PROCESSUS DE PRODUCTION (réalisation des examens)
PRE ANALYTIQUE (P1) (O ANALYTIQUE (P2) POST ANALYTIQUE (P3)
Accueil patients (P1/1) / Formulaires de Vérification ou validation de méthode Validation biologique (P3/1)
demandes d'examens et Manuel de prélévement (P2/1) / Etape analytique Comptes-rendus et

/ Réception, préparation et conservation des (P2/2) / Contréles qualité (P2/3) / Conservation des échantillons
échantillons (P1/4) / Saisie des dossiers et Vérification analytique et transfert ou (P3/3)
modification des prescriptions (P1/5) saisie manuelle des résultats (P2/4)

(P1/2) / Transport interne des &chantillons (P1/3) Z> (fonctionnement normal et dégradé) Z> transmission des résultats (P3/2)

EXAMENS URGENTS (P4) OO0

CLIENTS

Envois extérieurs (P5/1)

PROCESSUS DE SUPPORT

wv
-
=
w
-
o
=
o
-
o
<<
(TH
w
-
<
(%]

@) @ SIL (56/1) / KaliLab (S6/2) / Logiciels
embarqués et autres logiciels (S6/3) /

Recrutement et gestion du personnel (S5/1) /
Organigrammes (S5/2) / Fiches de poste, fonction, Confidentialité et sauvegarde des données
missions ($5,/3) /Habilitation (S5/4) / Formation (S5/5) ‘ (S6/4)
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Page 1sur4

1 OBJET DU MODE OPERATOIRE :

Ce mode opératoire décrit le processus analytique de 'examen de la Clonalité Lymhoide au LCH.

2 DOMAINE D’APPLICATION ET PERSONNES CONCERNEES :

2.1 Domaine d’application :

Cette procédure concerne le laboratoire d’hématologie de Saint Louis (SLF) plus particuliérement le
secteur de d’hématologie moléculaire.

2.2 Personnes concernées :

Tout le personnel habilité au poste : Clonalité lympphoide soit, des biologistes, des techniciens et des
ingénieurs d’hématologie moléculaire.

3 DOCUMENTS DE REFERENCES :

=  NORME NF I1SO 15189 version 2012 et son SH REF 02 associé.
= Van Dongen Leukemia_2003_17_2257

4 DEFINITIONS ET ABREVIATIONS :

4.1 Deéfinitions :

= Processus : ensemble d’activités corrélées ou interactives qui transforme des éléments d’entrée
en éléments de sortie.

= Clonalité lymphoide : Recherche de la présence ou non d’un clone dominant au sein d’une
réponse oligoclonale réactionnelle qui peut témoigner de l'existence d’une population clonale
anormal.

4.2 Abréviations :

= ADN : Acide désoxyribonucléique

= LCH: Laboratoire central d’hématologie

»= |GK: Locus de la chaine légére Kappa d'une immunoglobuline. Localisation chromosomique :
2P11.2

= |GH : Locus des chaines lourdes d’une immunoglobuline. Localisation chromosomique : 14g32.33

= |GL: Locus de la chaine légére Lambda d’'une immunoglobuline. Localisation chromosomique :
22Q11.2

= TCR: Récepteur des lymphocytes T

= BCL2-JH: Réarrangement du gene BCL2 et du segment JH de la chaine lourde des
immunoglobulines dans les hémopathies lymphoides.
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5 PRINCIPE DE LA METHODE :

Mise en évidence du caractére clonal d'une population lymphoide est basée sur I'amplification par
PCR d'un marqueur génétique propre a chaque cellule lymphoide, a savoir la région jonctionnelle
correspondant au réarrangement génomique des genes codant pour les récepteurs a I'antigéne de
cellules Bet T (IGH, IGK, IGL, TCRG, TCRA/D, TCRB) ainsi que des réarrangements IGH-BCL2.

Examens Indication

TCRG Clonalité T, systématique

TCRB Clonalité T sur prescription expresse
TCRA/D Non réalisé

IGH Clonalité B, systématique

IGK Clonalité B, systématique

IGL Clonalité B sur prescription expresse
IGH-BCL2 Clonalité B sur prescription expresse

Controle amplificabilité

Biopsies (fixée AFA ou congelées)

Les situations médicales dans lesquelles les examens de la clonalité T et B sont indiquées sont
revues dans le document SLL-SLHEM-BMHEM-IT-010 Juste prescription clonalité lymphoide

6 PRECAUTIONS DE SECURITE :

Le port des gants et de la blouse est obligatoire. La marche en avant doit étre impérativement
respectée pour éviter toute contamination des zones dites « propres ».
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7 MATERIELS ET REACTIFS NECESSAIRES :

-Matériel : Thermocycleurs, Séquenceur, Logiciel Genmaper.
-Réactifs ; Amorces, consommables et des CIQ internes.
-Echantillons :

Préléevements Conditionnement échantillon de travail

15220 mL de sang EDTA Centrifugation sur Ficoll 1,077 Culotseca 5-10 M
1 a2 mL de moelle EDTA Centrifugation sur Ficoll 1,077 Culot seca 5-10 M

Biopsies congelées N2L  ou fixation  En fonction de la section 15 a
AFA* 20 coupes de 10 a 20 pm
d’épaisseur
Biopsies a l'aiguille congelées N2L  ou fixation  Tout ou partie
AFA*
Punch de peau (10) congelées N2L  ou fixation  Tout ou partie
AFA*

*congélation recommandée

NB1. Les réarrangements recherchés sont des marqueurs spécifiques et restreints a la population
lymphoide d'intérét. Il faut donc réaliser les examens sur du matériel dont la nature histologique et
notamment le degré d'infiltration lymphocytaire est définie par un examen morphologique aprés
coloration au MGG (lames de cytospin) ou au HE (coupes de biopsies congelées).

NB2. Circuit de I'échantillon. Les prélévements de moelle osseuse, de sang, les cytoponctions
ganglionnaires, et également les liquides d'aspiration bronchique ou céphalorachidiens arrivent au
laboratoire d'hématologie ou ils sont pré-traités et stocké temporairement, les biopsies ganglionnaires et
de peaux sont congelées et stockées dans la Tumorothéque au laboratoire d'anatomie-pathologie. La
récupération des prélévements se fait donc au moins une fois par semaine au Laboratoire
d'hématologie et au service d'Anatomie-pathologie, selon les documents SLL-SLHEM-PLUS-IT-
016 Traitement des biopsies a leur réception et SLL-SLHEM-PLUS-IT-038 : Extraction ADN
avec Kit Qiagen.

8 LOCAUX:

Les échantillons sont pré-traités et stockés temporairement au laboratoire central au secteur pré-
analytique spécialisé. La suite de la manipulation est réalisée au deuxieme étage du batiment Hayem
en respectant la marche avant.
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9 DESCRIPTION DU MODE OPERATOIRE :

Interne

Technicien(ne)

Technicien(ne) ¢

Biologiste

Secrétaire

Tri des demandes et
choix des examens

Extraction des ADN

Préparation des
plans de plaques
PCR

Réalisation des PCR

'

Analyses fragments
de PCR

v

Non

Validation technique

¢ oui

Validation
biologique

l oui

Impression des

Non

résultats

v

Transmission

des résultats

SLL-SLHEM-PLUS-IT-001 : Orientation d'un prélévement dans le processus
analytique du secteur d'hématologie moléculaire

SLL-SLHEM-PLUS-IT-003 : Récupération des feuilles de demandes d'analyses de
biologie moléculaire au secteur Préanalytique sp

SLL-SLHEM-PLUS-IT-016 Traitement des biopsies a leur réception

SLL-SLHEM-PLUS-IT-002 : Enreaistrement des analvses de bioloaie moléculaire

SLL-SLHEM-BMHEM-IT-009 : Création liste d'extraction en hématologie moléculaire

SLL-SLHEM-BMHEM-IT-011 : Récupération des échantillons pour extraction en
hématoloaie moléculaire

SLL-SLHEM-PLUS-IT-038 : Extraction ADN avec Kit Qiagen

SLL-SLHEM-BMHEM-MT-002 : Dosage des acides nucléiques: Manuel utilisation du
Nanodrop 2000

SLL-SLHEM-BMHEM-IT-004 : Impression des étiquettes BRADY pour stockage des
culots

Instructions relatives a la conservation des ADN dans le laboratoire
d'hématologie moléculaire

SLL-SLHEM-BMHEM-DE-006 : Formulaire préparation PCR dans la clonalité
Ivmphoide

SLL-SLHEM-BMHEM-IT-013 : Instruction recherche du locus BCL2
SLL-SLHEM-BMHEM-IT-014 : Instruction recherche du récepteur TCRB Biomed 2 IVS
SLL-SLHEM-BMHEM-IT-008 : Instruction recherche du locus IGH SLL-SLHEM-

BMHEM-IT-015 : Instruction recherche du récepteur TCRG Biomed 2 SLL-SLHEM-
BMHEM-IT-012 : Instruction recherche du locus IGK

Manuel utilisation du Séquenceur HITACHI AB Applied Technologies 3130X

SLL-SLHEM-BMHEM-IT-013 : Instruction recherche du locus BCL2
SLL-SLHEM-BMHEM-IT-014 : Instruction recherche du récepteur TCRB Biomed 2 IVS

SLL-SLHEM-BMHEM-IT-008 : Instruction recherche du locus IGH SLL-SLHEM-
BMHEM-IT-015 : Instruction recherche du récepteur TCRG Biomed 2 SLL-SLHEM-

SLL-B2P-POST-PG-004 : Validation biologique

SLL-SLHEM-PLUS-MT-019 : Validation Bioloaiaue des Résultats de Bioloaie

SLL-SLHEM-POST-IT-001: Impression et Transmission des résultats au laboratoire
central d'hématologie

SLL-SLHEM-POST-MT-001 : Transmission de résultats par téléphone

SLL-SLHEM-POST-DE-001 : Formulaire de demande de transmission d'un compte-
rendu d'examen par FAX
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Annexe 8

Statistiques des indicateurs qualité

|Accueil - -

Matériel 1 -

Prélévement externe - -

Prélévement intere - -

Ramassage - -

Réception, préparation, tri - 1

Revue de contrat = =

Saisie dossier 2 12

ISous-traitance - -

{Autre - -

Analytique 2 5

Biologie délocalisée -

Controle qualité - -

Délais réalisation - 1

Foumisseur EEQ CIQ - -

Matériel 1 3

Mise en oeuvre technique - 1

Produits 1 =

ISous traitance = =

[Validation analytique - -

{Autre - -

Biothéque - -

Gestion des réglements - -

Matériel - -

Rapport résultat - -

Saisie résultat - -
[Sous traitance = =

[Transmission résultat - -

[Validation biologique - -

{Autre = =

|Achats - -

[Evaluation des fournisseurs = =

(Gestion des formations = =

(Gestion de stocks - -

Gestion documentaire = =

(Gestion du personnel - -

Hygiéne et sécurité - -

Logistique = =

Materiel = =

Métrologie - -

Prestation de maintenance = =

Relevé de mesures - -

Services support - -

'Sous traitance - -

Suivi des audits = =

ISystéme informatique - -

ISystéme qualité - -

{Autre = =

Evénements Indésirables
Soins et Patient

Secteurs Medico-Techniques

|Admission - Hétellerie et Lo

Réclam. par type

Pré-analytique
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"”:‘:"’5:";:_‘]_';‘;; SLS-HEMATOLOGIE BIOLOGIQUE
(;‘_'I LARIBOISIERE 1, avenue Claude Vellefaux

FERNANBAMIBAL 75475 PARIS Cédex 10 Statistiques des indicateurs qualité

Tél :

Fax -

U
=
=

| —=| w
Ve~
-
v
v
=
v
v
o

{Accueil

Materiel
Prélévement externe
Prélévement inteme - -
Ramassage - -
Réception, préparation, tri - 1
Revue de contrat - -
Saisie dossier 4 1
Sous-traitance - -
{Autre -
Analytique 3 4
Biologie délocalisée = = = = - - - N - - N B
Controle qualite - - = - S S S - - B N B
Délais réalisation - - = - B B B
Foumisseur EEQ CIQ 1

Matériel 1 2 1
Mise en oeuvre technique 1

Produits - = =
Sous fraitance - = = = = - - N N N N -
/alidation analytique - = = = = = - N B N N -
{Autre - 1 - = - = S - -
Post-analytique - 1 2 - = = = = B - - B

Biotheque - - = = B B B - - - - B

Gestion des réglements = = = = - - - N B - N _

Matériel - - = = = = - N - B - -

Rapport résultat - - 1 = = B B N B - - B

Saisie résultat - = = = S = N N B N N -

[Sous fraitance - = = = S - N N N N - N n
[Transmission résultat - 1 1 - - - - - = = S = 2
alidation biclogique - = = = = - N N B N - B =
lAutre - - - - - - - - - - - - -
Dive 3 - 6 2 3 4 3 - - = 2 - 21
lachats R B - E - R B - B - R -
[Evaluation des fournisseurs - - - 1 - - - = = = - -
Gestion des formations - = = = - - - B - N - B
(Gestion de stocks - - = 1 = = = S - N B B
Gestion documentaire - - - = -
(Gestion du personnel - - 1 - 2 3 2 = = = - -
Hygiéne et sécurité - - 1 - - - 1 - S S - -
Logistique - = = - B B - B - N B B
Matériel 1 - 1 - = = = = = - - -
IMétrologie 1 - - - - - = - S - - B
Prestation de maintenance - = = = B - B B B N - B
Relevé de mesures - - - = = = S N Z 2
[Services support - = = B B - - B B N B B

[Sous fraitance - = = = = - - N N N - N =
[Suivi des audits - - = = B . _ - _ - N - =
ISystéme informatique 1 - 2 - - - - = = - B B 3
ISystéme qualité - = - S 1 1 _ - B N B - B
|Autre - - 1 = B . _ - _ _ _ - 1

[ N
-
I
L=
I
'
|

w
=
=

'

'

'

'

ol =|
o
=~
'
'
'

=

=

N

- N

Soins et Patient
Secteurs Medico-Techniques
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Annexe 11

RAPPEL SUR LES
ENREGISTREMENTS DES
EXAMENS SPECIALISES
DANS GLIMS

29 Mars 2016

Secteur spécialisé = Diagnostic maladies graves donc
prélevements tres précieux

=>TRES IMPORTANT = NON REPRELEVABLE car le
traitement est déja administré ou le patient parti du site

=>Prélevement TRES DOULOUREUX

ENREGISTREMENT DES NON-
CONFORMITES DANS GLIMS

= e

En attendant uniformisation des items NC dans Glims
entreS_DBA SLSetS_HEMA:

=> Mettre item le plus proche du cas rencontré
ou

=>Noté sur la feuille de prescription « NC Glims a
faire »

Rappel prise en charge d’un

prélevement

demande et les tubesrecus:

=> Condition acheminement: délai et T°'C respectés

=>»Méme nom + nom de jeune fille prénom et date de
naissance

=>»Bon anticoagulant

~ Enregistrement en priorité par Scan Bac

~ Vérification de la concordance entre la feuille de

BILAN DES NON CONFORMITES

EN 2015 AU LCH

W Pré-anahtique
WAnsitique
Post-anaiytique
wOwers

Dans les 65,7 % NC pré-analytique, 46% sont des
problémes de saisie de dossier

RISQUES ET IMPACT

* D’oU, I'importance d’étre tres rigoureux et concentré
sur I’étape de ’enregistrement du dossier patient

* Risques et impacts:
* Analysenon réalisable

* Erreur de diagnostic sur le patient
*» Délaide renduallongé
=» Perte de chance pour le patient

Vérification de son enregistrement

=>Nature du préléevement

=>Le prescripteur

=>» Le nom et nom de jeune fille
= Le prénom

=>La date de naissance

Aumoment de coller I’étiquette vérifier la concordance
entre celle-ci et |a feuille de demande d’examen
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Annexe 12

! 1 1 ! 1
ETIQUETTE Code APH ETIRUETTE Code APH
MEDECIN PRELEVEUR
ETIRUETTE ol ol
UH ETABLISSEMENT Hiom = o Mom ;
SERVICE PREZCRIFTEUR Prénam ETIUETTE PATIENT Prénom :

Code APH : Code &PH ©
1

SECTEUR HEMATOLOGIE MOLECULMRE
Dr.J8. CAYLMELA DOr E. CLAPPIER

POLE B2P - HOPITAL SAINT-LOWIS

Hématologie Biclogique Pr J.SOULIER
. gque TEL: 0l 42 43 41 T4

Telephone du Prescripbeur @ —-

ooramece (][0 00 g
el I I Y O - I | I Y

Hature du prédéwament ©  (Remplir wre fesille par prelevement)
[CISang sors ) O Micelle  £ora ) O Ganglion [Blopsk ctanée  []Autrs (préciser) ... .

EXAMENZ WOLECULMIRES D'UNE LEUCEMIE ANSUE LYMPHOELARTIGUE [LAL)

O oiagnosi: OrRechuie OEn attente de confimation
O5ulv de |2 maladie résiduelie [ Préciser &l Ph+

Fralocole g siade de telement

EXAMENE MOLECULAIRES D'UNE LEUCEMIE AIGUE MYELCMDE {LAM)
[ Diagnost: [JRechune [JEn attente de comfimnation
OSulvl de 1a maladie résiduslie

Prolocole o siade de tarement

EXAMENE MOLECULAIRES D'UN 3 YROROME MYELODTSPLASMIUE (8MD) | 'UNE LEUCEMIE MYELOMONOCYTAIRE CHRONIZUE [LMMC)
CRechenche de mutstions [ Cryoconsenatian
Conterfe Simque ef Hempestique -

EXAMENI MOLECULAIRES D'UN 3 YHOROME MYELOPROLOFERATIF {2MF]
O Transcrit BCR-AEL1 3u diagnosic
Cl5uiv o2 12 maladie résiguslie BCR-ABL1 Previzer I1TK ef s durée du frfement
ORecherchs de mutation TED FABL1
O Transcrt FIP1LT-POGFRA
Pour les syndromes yperéosinophiiques el les masiocgoses mnfacher JAL Cayueln
Pour les suires syrdromes myeloprofierstfz BCR-AEL 1 negatfs confncler . Caszinel

EXAMENS BOLECULAIRES D'UN 3YRDAOME LYMPHOPROLIFERATIF

Ocionaltte ymphatde - [J8 &t f ol ar
[JReamangemant IGH-SCL2

[]Expression de i3 cycline 04 Cordeste clinique of Hitrpeufiqe
O Transcrit de fusion NPM-ALE

EXAMEN DU CHIMERISME HEMATOROETIGUE
CJeraievement pre-grams OReceveur  Mam, Prénom ou N” du dovneur -
Oconnewr  Mam, Prénom G meeveur -

P redevement post-grette : OAnatyse avec i SO+ [ Analyse urgenis
Conderfe (siaae posi-greife, prdncole, swspicion de mchule ow de rejet, DL, o) -
Cadre résarnvé au laborabodrs - pré-analytique st congalation

Préievement rec [MOMDNE o2 TUDES, WOIIME, TRITIAMUE] T oo ceeee oo eeee oo messemeeer st et eeseeeere s

Orican OLyse OTncoz= Oaom W
Congaiation | ........... culd{s s8cE - [— . millons de celuies Rangement bofles
.. DMED B o . millans de celliss
W ADM L eree CONCRNEION © e
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CADRE RESERVE AL LABORATOIRE

Predevements Ve : &Hs Malve ZD Jalne Monowels :'Ol'CtDI‘D

Idantification d'une non- conformits crithqus ©
Cochar la cass MC Crithgus sous s code & bamas af Indiqusr 1a natuns de |3 non conformits ¢l dessous;

D Mis] manguanis| D Pt fezn Elqualis) D Eanbl ([ ESsourdance prskivemen | Teullk) D Alssaron de praseriplion

REL G R L g

D Mafuia da P a) hon conf. D P8 eccilantss] D Faaisdl b o detiqpuastia e in cdemance

Idantifcation d'une non-confommits non crilqus
Cochar la cass du fyps o8 non conformits non Crithqus sous e code & bames

1] NC Critique Mon critique [ Prescription [0 Acheminement [ Echantilon

RESERVE &l LABORATOIRE
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Annexe 13:
Extrait de l'instruction de travail SLL-SLHEM-PLUS-IT-029 Codes GLIMS pour enregistrer les demandes d'examens externes en biologie
moléculaire hématologie au LCH

e e CODES GLIMS POUR ENREGISTRER LES DEMANDES D'EXAMENS EXTERNES
()"i ; D’HEMATOLOGIE MOLECULAIRE Page 1 sur 12
FERNAND-WIDAL

1 OBIJET DE LA FICHE D’'INSTRUCTION :

Préciser les codes GLIMS a utiliser pour enregistrer les « prescriteurs » et les « structures », garantissant un retour des résultats conformes aux
dispositions convenues avec nos correspondants, relatives aux demandes d’examens provenant de services extérieurs a I’hopital Saint-Louis.

2 DOMAINE D’APPLICATION ET PERSONNES CONCERNEES :

2.1 Domaine d’application :

Cette instruction concerne les demandes d’examens réalisées dans le secteur d’hématologie moléculaire de I’"h6pital Saint-Louis, responsable JM cayuela.
email jean-michel.cayuela@sls.aphp.fr. tél. : 24028/24174.

2.2 Personnes concernées :

Toutes personnes en charge de I'enregistrement dans GLIMS des demandes d’examens du secteur d’hématologie moléculaire : ACB ou LCH

3 DOCUMENTS DE REFERENCE ET DOCUMENTS ASSOCIES :

3.1 Documents de référence :

=  NORME NF ISO 15189 et SH REF 02 associé ;

3.2 Documents associés :

= NA

4 DEFINITIONS ET ABREVIATIONS :

= NA
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mailto:jean-michel.cayuela@sls.aphp.fr

Hopitaux Universitaires

" SAINT-LOUIS
b.l FERNAND-WIDAL

D’HEMATOLOGIE MOLECULAIRE

CODES GLIMS POUR ENREGISTRER LES DEMANDES D'EXAMENS EXTERNES

Page 2 sur 12

5 DESCRIPTION DE L'INSTRUCTION:

CODES

INSTITUTIONS P R Codes-Barres institutions ADRESSES NOMS PRESCRIPTEURS CODES MEDECINS Codes-Barres prescripteurs
Mnémoniques
CHU Amiens Sud Hématologie Dr Claisse Non paramétré ”“mHm”"Hl‘l"””"‘l""”“l
S e T ciniaue prMerolieay MATOIE AR
HOPS80OS5&4HEM=*
IRIADCAM AR
HOP49033A *HOP 49033 A%
Dr ODILE BLANCHET
CHU ANGERS
ANGERS Centre de gestion deEsRIaboratoires
U smsmevco | veovor | IIINNNINND
HOP499331D
ANNECY woezaszant | [IINNINNNAMIMAMRYY | Femeteleste cimtaue nveat A5 or cony makrout MAKHCO IR
*xHOPT7 4374A1T* *MAKHCO *
BORDEAUX CHU HOP33604A Hopital Haut Lévéque Dr GABRIEL ETIENNE ETIEGA

*HOP33604A%*

Service d'Hématologie Clinique

* ETIEGA%*
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Annexe 14

Juin 2012

Manvuel du kit QlAamp® DSP DNA
Blood Mini

Version 2

Pour utilisafion en diagnostic in vitro
61104

1071108FR

‘ QIAGEN GmbH, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden

Tél : +49-2103-29-0

R2 E T1071108FR

WEO

QIAGEN"®

Sample & Assay Technologies

Technologies d’échantillons et d’analyses QIAGEN

QIAGEN est le premier fournisseur de fechnologies novatrices de fraitement des
échantillons et des analyses pour l'isolation et la détection du contenu de
n‘importe quel échantillon biclogique. Nos produits et services de pointe, de
qualité élevée, garantissent un succés total, du prélévement de I"échantillon
Jusqu'a I"obtention des résultats.

QIAGEN fait office de référence pour :

la purification de 'ADN, de I’ARN et des protéines ;
I'analyse des acides nucléiques et des protéines ;
la recherche des microARN et 'ARN ;

I'automatisation des technologies de traifement des échantillons et des
analyses.

Motre mission consiste & permetire & nos clients d'atteindre des résultats
remarquables et d’accomplir des progrés décisifs. Pour plus d'informations,
visitez le site www.giagen.com.
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Semmuaire

Utilisation prévue 4

Résumeé et explication 4
Lyse des cellules sanguines 5

Fixahion de 'ADN génomigue & la membrane de la colenne de cenirifugation
CHaamp Mim 5

Utilisation prévue

Le kit Glaamp DSP DNA Blood Mimi est un systéme ayant recours a la
technologie des membranes de sihice (QlAamp) pour I'isclafion et la punficaton
de I"ADM génomique & partir d'échanhillons biclogiques.

Ce produit est destiné aux professionnels, tels que les techniciens et les
médecins, formés aux techniques de la biologie moléculaire.

Le kit Qlaamp DSP DMNA Blood Mini est deshné & une uhlisahon en diagnoshc
in vitro.

Résumé et explication

Le kit Qlaamp DSP DMA Blood Mini o recours & une technologie bien établie
qui permet d’isoler et de punifier rapidement =t en toute simphaté FADMN
génomique a parhir de 200 pl de sang total.

Les precédures QlAamp DSP DHA Blood Mini, développées pour le tratement
simultané de plusieurs échantillons de sang, permettent d'obtenir de I'ADN
punfié prét a I"emplo. Les procédures sont compatbles avec des échantllons
de sang tofal et de sang frais ou congels fraités & I'ECTA ou au airate.

Les precédures simples de centnfugohon et d'aspiration sous vide Glaamp DSP
sont adoptées au tratement simultané de plusieurs échanhllons. Certaines
procédures de centrifugation QlAamp peuvent &tre enhérement automahsées
sur le QlAcube® pour une amélicration de lao normalisation et de la foalité
d'utilisation (voir la page &).

Il n"est pas nécessaire de séparer les leucocytes au préalable. Les procédures
n‘impliquent pas d'extrachen au phénal/chloroforme mi de préaprichon par
I"éthanol. De plus, I'interachon avec I"utilisateur est minime, ce qui permet de
manipuler les échantfillons potentellement infectieux en toute sécunité. Les
procédures sont congues pour imiter la contaminafion croisée d'un échantllon
a I"autre. L'ADN purifié st prét & "emplo pour "'amplificahon en chaine par
pelymérase (PCR) ou d'autres applications. |l peut également &fre conservé &
une température compnse entre =25 °C et =15 °C pour une uhlisahon
ulténeure.

Purification autornatisée &
Matériel fourni 8
Contenu du kit 8
Maténel nécessaire non fourm 2
Informaticns de sécurité 10
Conservation et manipulation des réactifs 12
Manipulation et conservation des échantillons 13
Remargques importantes 15
Remarques préliminaires importantes 15
Préparation des réachfs et tampons 15
Manipulation des colonnes de centnifugation QlAamp Mini 16
Elution de I"ADN génomique 17
Renderment =t qualité de "ADMN génomique 17
Conhigurahion du systéme a vide GlAvac 24 Plus 18
Protocoles
B lsclahion et punfication de FADN génomique des échantillons de sang au
moyen d'un systéme & vide 20
B lsclation et punfication de I'ADN génomique des &chantillons de sang au
meyen d'une micrecentnfugeuse 24
Contréle qualité 27
Caradéristiques de performance 27
Performaonce des analyses en aval 28
Symboles 33
Reférences 34
Coordonnées 35
Pour commander 36
Manuel du kit QlAamp DSF DMA Blood Mim 0672012 3

4 tanuel du kit GlAamp DSP DA Blood Mini 0672012
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Principes de la procédure
Chaque procédure QlAamp DSP DMA Blood Mini comprend 4 &fapes :
B o lyse des cellules dans I"échantillon de sang

B lo fixahon de 'ADM génomique du lysat cellulaire & la membrane dune
colenne de centrifugation QlAamp Mini

B |z lavage de la membrane

B ‘élufion de I'ADM génomique & parfir de la membrane

Ce manuel contient les protocoles pour deux procédures Glaamp DSP DNA
Blood Mimi : lao procédure de centnfugahon réalisée & 'aide d'une centnfugeuse
et la precédure d'aspiration sous vide menée a bien a I'aide d'un systéme a
vide {voir le schéma, page 7).

Lyse des cellules sanguines

Les échanhllons sont lysés dans des condifions dénaturantes, & température
glevée. La lyse est réalisée en présence de Proféose QIAGEM [QP) et de tampon
de lyse [AL).

Fixation de I'ADN génomique a la membrane de la
colonne de centrifugation QlAamp Mini

Afin d'ophmiser la fixohon de 'ADN génomigue & la membrane de la colonne
de centnfugahon QlAamp Mini, de I"&thanol est d'obord ajouté au lysat.
Chague lysat est ensuite transféré sur une colonne de centrifugation QlAamp
Mini. L'ADMN génomigue est adsorbé sur la membrane de silice alors que le
lysat passe & travers la membrane sous I'effet d’une dépression ou de la force
centrifuge.

Purification avtomatisée

La punfication de I'ADN au moyen du kit Qladamp DSP DHA Blood Mini peut
&tre enhérement automatisée sur le GlAcube. Cet automate innovant uhlise une
technologie de pointe pour le traitement des colonnes de centrifugation
QIAGEM, ce qui permet d'intégrer en douceur la préparation automatisée &
faible débit des &chantillons au flux de travail du laboratorre. La procédure de
préparahion des échanfillens avec le QlAcube suit les mémes étapes que la
procédure manuelle (& savarr : lyse, fixahon, lavage et éuhon), ce qui permet
de continuer & uhhser le kit QlAamp DSP DHA Blood Mini pour la punficahon
de I’ADM de haute qualité.

Pour en savair plus sur la procédure automahsée, voir la fiche du protocole
correspondant, dispenible & 'adresse wew.giagen.com/MyQlAcube. Les fiches
de protocole mises & jour peuvent &tre t2léchargées grotuitement ou &tre
obtenues aprés du Service techrigque GIAGEM [voir la page 35).

En cas d’automatsation du kit GlAamp DSP DMA Blood Mini sur I"appareil
QlAcube, ce dernier nsque de procéder & mcins de 50 échantillons pour des
raisons de volumes morts, d’évaporohon et de consommaohon supplémentaire
de réachf par le pipetage automatsé. QIAGEN ne garantt que 50 préparafions
d’échantllons en cas d'vhlisahon manuvelle du kit GlAamp DSP DHA Blood
Miri.

ClAcubs — i)

Figure 1. GQlAcube.

Manuel du kit QlAamp DSP DMA Blood Mini 06/2012 5
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Procedures de cenmrifugotion =t
d'ospiration sous vide QlAamp DSP

DMA Blood Mini
Procidure de Frocidurs
cantrifugeton ozpiration zouz
Qidamp vids QlAamp
Echartillzn Ezhart =r
. :
V - ¥

l l
‘?i Siazrizn :
P *
E .:-rmL:o:g:w' )}
"T’ v.:.
- Sae
.T.,.L:g:s:'w. I!
t J )
v o
i? Eutizn '."
o ™
‘[;

v

ADN ganomigque ou virl

Bvant de commencer, lire aftentivement les protocoles
(pages 22 =1 26).

Dans un fube LT, déposer 20 ul de QIF, 200 ul d'échandillon =t
200 il o"AL

Melanger énergiquament ou vorfex pendand 13 secondes.
Incuber pendant 10 minutes (= 1 mimte)] 8 36 °C (= 1 °C).
Ajouser 200 i o' erhanol.

Malanger &nergiquement ou vortex pendant 13 sscondes.

Tronsférer le ysot vers la colonne de ceniifugotion Qldomp Mini.

Frocadure de centrifugation : czntrifuger 1 minwte a 6 000 x g.

Frocéduns d'aspirotion sous vide : appliquer le vide.

Frocédune de centrifugation : placer une colonne de cenrifugation
GllAamp Mini dans un nowveeay tube WT, ajouter 300 ul AW et
cenirifuger 1 minuie & & D00 xg.

Frocidure d'aspirclion sous vide : ajouber 730 ul AW ot
oppliguer b= vids.

Frocéduns de centrifugation : placer une colonne de centrifugation
Qlaomp Mini dors un nowvveau fube WT, ajouter J00 wd d"AW2Z of
cenfrifuger 1 minuse & vitesse mosimale (zrviren 20000 x g ocu
14 00 fr/min].

Frocaduns d'aspirosion sous vide : ajouter 730 ul d'AW2 ot
oppliguer le vida,

Flacer une colonne de cenarifugotion GlAome Mini dans un
hube WT

Cenfrifugar 3 mirutes & vitesse maximale (znvircn
20 000 x g ow 14 00D tr/min].

Flacer une colonne de cendnfugotion QlAome Mini dans un
tub= ET.

Ajouter 50 & 200 p d'AE et incuber 1 minate.

Centrifuger 1 minute & 6 000 x g.

Materiel fourni

Contenu du kit

Kit QlAamp DSP DNA Elood Mini

Reference 61104

Nombre de préparations 50

Qlaamp GlAamp Mini Spin Columns with I E I 50

Mini Wash Tubes [Colonnes de

Spin centrifugation QlAamp Mini avec
tubes de lovage) (WT) (2 ml)

ET Elution Tubes (Tubes d'lution) m 50
(1,5 ml)

vC VocConnectors [Roccords pour wide) | WAC | CON | 50

LT Lysis Tubes (Tubes de lyse) (1,5 ml) 30

WT Wash Tubes Tubes de lavage) (2 ml) 3% 50

AL Lysis Buffer (Tampon de lyse)’ M 12 ml

AW Wash Buffer 17 [concentrote) WASH |[BUF [ 1 JCONC] 19 ml
[Tampon de lavege 1 [concentre)]

AW2 Wash Buffer 2* [concentrate) rm 13 ml
[Tampon de lavage 2 [concentré])

AE Elution Buffer’ (Tampon d'&lution) 25 mil

PS Prafease Solvent® (Sobvant de QPROT] SOLV | 2ml
protéases)

QF QIAGEM Proteased‘Protéase GFRGT 1 flacon
QIAGEN) -

ch 1
Manuel 1

tanuel du kit QlAamp DSP DA Blood Mini  06/2012 7

* En cos d'outomahschon du kit GllAampe DSP DA Blood Mini sur Fopparsil GllAcube, ce
demier nzque de procsder & misins d= 50 schantillons pour des raizons d= volumes mords,
d'&voporotion =t d= consommohon suppleémentaire de réodhf par le pipefoge automafise.
QUAGEM ne garantit que 50 préparotions d'achanhllons en cas d'viilisation manuelle du ket
Qldamp DEP DA Blood Mini.
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1 Cantient du chlonere de guanidine. Incompatible avec les désinfectants contenant de '=aw
de Javel. Pour plus d'informotions, woir la poge 11,

? Contient de I'azide de sodium commie conzervateur.

ELe volume de resuspension estde 1,2 ml. Vair a Préparation de la Protéase QIAGEN » 4 ko
pag= 13.

Matériel nécessaire non fourni

En cas de mamipulation de produits chimiques, foujours porter une blouse de
laboratoire, des gants jefables ef des luneftes de protechen adégquats. Pour plus
d'informations, consulter les fiches de données de sécunte (FDS) appropnées,
disponibles auprés du fournisseur du produit.

Pour les procédures de centrifugation et d'aspiration sous vide
B Ethanol (96 & 100 %)

B Pipeftes*® et cdnes (il est fortement recommandé d'utiliser des cénes & filfre
de protechon conire les aérosols afin d'évter toute confominahon croisée)

B Gants jetables

B Bloc chauffant* pour la lyse des échantillons a 56 *C (il est recommandé
d‘vhliser le Thermomixer comfort Eppendarf® avec blec chauffant pour les
microfubes 4 essais’ de 1,5 ml)

B  Microceninfugeuse*
| I'Eprouveﬂe {50 ml)
B Agitateur-mélangeur vortex

Pour la procédure d'aspiration sous vide uniguement

B Systéme a vide Qlavac 24 Plus (@lAvac 24 Plus, réf. 19413 ; systéme de
connaxon GlAvac, réf. 19419 et pompe & wide, réf. 84020) ou systéme &
vide équivalent général de laboratoire

* Afin de s‘assurer du bon trarfement des échanhllons ou cours des procédures CilAamp DEP
DA Blood Mini, il est fortement recommande de calibrer fous les instruments (por exemple
les pipettes et les blocs chowffonts) s2lan les recommandotions du fabricant.

T Cete lizte de fournizseurs n'=st pas exhoustive ef ne menfionne pas de nombrews
fourmnisseurs de fournifures biclogiques figurant parmi les plus importants.

Informations de sécurite

En cas de manipulation de produits chimiques, foujours porter une blouse de
laboratoire, des gants [efables et des lunetfes de protechon adéquats. Pour plus
dinformations, consulter les fiches de données de sécurité (FDS) appropnées.
Les FDS de chague kit et composant de kit GIAGEN sont disponibles et peuvent
&tre consultées et impriméas en ligne au format PDF (pratique et compact] &

I

odrasse www.glogen.com/support/MS0S ospx.

ATTENTION : NE PAS verser de solution 4 base d’eau de Javel ou
d'acide directement sur les déchets issus de la préparation
d'echantillons.

Le tampen de lyse [AL) et le tompon de lavage 1 [AW1] cenhennent du
chlorhydrate de guanidine suscephble de former des composés hautement
réachifs au contact de I'eau de Javel. En cas de déversement de liquide
contenant ces tampens, neffoyer avec un détergent de loboratoire adapté et de
I'eau. 5i le hguide renversé conhent des agents potentiellement infecheux,
nettoyer [‘endreit contaminé d'abord avec un détergent de loboratoire et de
I'equ, puis avec de 'hypechlorite de sodium & 1 % (v/v). Si les flacons des
tampeons sont abimés ou fulent, porter des gants et des lunettes de sécunité au
moment de les jeter ofin d'&viter tout risque de blessure.

GIAGEM n'a paos testé la présence de mahéres infecheuses résiduelles dans les
déchets liguides générés par les procedures QlAamp DSP DMA Blood Mini. Une
contarnination des déchefs iquides par des mahéres infecheuses résiduelles est
peu probable, mais ne peut pas fre complétement exclue. Par conséquent, les
déchets iguides dovent &tre considéres infecheux et &ftre tramés et giminés
selon les réglementations de sécunté locales.

Manuel du kit GQlAamp DSP DMA Blood Mini 062012 9
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Les mentions de nsque et de sécunté suivantes s'appliquent aux composants du
kit Qlaamp DSP DA Blood Mini.

Tampon de lyse [(AL) et tampon de lavage 1 (AW1)

X

Conhent du chlorhydrate de guaridine : noaf, irmtant. Mentions de nsque =t de
sécurité :* R22-36/38, 513-26-36-46.
Protéase QIAGEN (QP)

X

Cenhent de la subhlisine : agent sensibilisant, irmtant. Mentions de nsque et de
sécurité :* R37/38-41-42, 522-24-26-36/37/39-44.

Service d'urgences 24h/24

Dies informations médicales d'urgence en anglais, en frangars et en allemand
peuvent &tre obtenues 24 heures sur 24 auprés du :

Centre d'information Anfipoison, Mayence, Allemagne

Tel. : +49-6131-19240

* E22 : Moaf &n caz d'ingashon ; R36/38 : Irmfant pour les yeux ot la peow ; R37/38 : Irntant
pour las voies respiraioires =t la peau ; B47 : Risque de lesions oculoires groves ; B42 © Peut
entrainer une sensibilisation par inholation ; 513 : Conserver @ I'écart des aliments et
boissons, y compris ceux powr animaws ; 322 : Me pas respirer les poussigres ; 524 : Baler le
contact avec la peau ; 526 : En cos de confoct avec les yeux, lover immediotement =t
abondamment avec de 'eou =t consulter un specoliste ; 536 : Porer un vétement de
profection appropné ; 336,/37/39 - Porter un vatement de protection appropn#, des gants =
uwn apparsil de protechion des yew'du visoge ; 546 : En cas d'ingestion, consulier
immediotement un médecn =t lui montrer 'emballage ou I'shquette.

Conservation et manipulation des réactifs

Les colonnes de centnfugahon QlAamp Mini dorvent &fre conservées & une
température compnse entre 2 et 8 °C dés leur amivée et peuvent éire utilisées
|Jusqu'a la date imite d*uhilisation indiquée sur la boite du kit.

Tous les tampons peuvent &tre conservés & température ambiante (15 4 25 °C)
Jusqu'a la date limite d’uhilisation indiquée sur la boite du lat.

La Protéase QIAGEN (QP) lyophilisée peut étre conservée & température
ambiante {15 & 25 °C) jusqu’a la date imite d"uhilisohon du kit sans altération
de ses performances. La Protéase QIAGEN reconshtuée est stable pendant une
pénode maxmale d'un an en cos de conservafion & une température compnse
entre 2 et 8 °C, mais uniquement jusqu’a la date imite d'uhilisation du kit.

Le tampeon de lavage 1 [AW1] reconsfiiué et le tampeon de lavage 2 [AW?2)
reconshtué sont stables pendant une période mmamale d'un an en cas de
conservation & température ambiante (15 a 25 *C), mais uniquement jusqu‘a la
date mite d'utilisction du lat.

Maonuel du kit QlAamp DSP DMNA Blood Mini 062012 m
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Manipulation et conservation des échantillons

Les crycprécipités formés au cours de la décongélation des échantillons
congelés nsquent d'obstruer la membrane de la colonne de centmfugohon
QlAamp Mini. 51 des cryoprécipités sont visibles, éviter de les aspirer au cours
de |"aspiration de I"échantllon. Les effets de la congélation/décongélation des
&chantillens de sang sur la punficohion de "ADM avec le kat GlAamp DSP DNA
Blood Mini ont £t& déterminés (voir la Figure 2).

5 125 -

EE 1004

22 75

55

EE 350 -

g2

T% 25 4

£5

£ o

g Frais 1 2 3

Mombre de cycles de congelation/decongelation

Figure 2. Effels de la congélation/décongélation des échanfillons de sang. [ sang
traite & 'EDTA a &t congelé of décongels jusqu’a 3 fois. UADM a ensuite 242 punfié a I'oide
du kat QlAamp DEP DA Blood Mini. Les rendements d'ADN calcul2s ont &4& normalizes par
rapport ou rendement d'un &chantillon frais (100 %). Chague barre de I histogromme
représente les résuliols de 32 expériences effeciuses &n parallels [moyenne £ wariotion
standard).

La quantité d'ADM purifié dans le cadre des procédures QlAaamp DSP DMNA
Blood Miri dépend de la teneur en globules blancs de chaque échantllon de
sang. Alaide de la procédure de centnfugation cu d'aspiratien sous vide,
I'ADM génomique est purthé & parhr d'échanhllons de 200 ul de sang préleve
sur des donneurs sains. Plusizurs tubes primaires et anhicoogulonts peuvent &re
uhlisés pour prélever les échantllons de sang deshnés aux procédures GlAamp
DSP DA Blood Mini [Tableau 1.

Tableau 1. Rendements relafifs moyens de FADN des &chantillons de
sang prélevés a I'aide de divers tubes primaires et anticoagulants

Volume Rendement
Tube primaire Fabricant Référence  nominal moyen®
BD™ Vacutainer®™ BDC 366007 @ ml 6,4 ug
HC
BD Vacutainer K3E BD 36847 10 ml 6,5 ug
BD Vacutainer K2ZE  BD 367864 & ml 6,4 ug
S-Monovette® EDTA  Sarstedt® 02.1066.001 9 ml 6,5 ug
S-Monovette CPDAT Sarstedt 01.1510.001 8,5 ml 6,3 ug
Vacuette® KIE Greiner Bio- 455036 2 ml 6,5 ug

One®

Yacuette IMC Greiner Bio-One 454382 2ml 6,3 g

L'ADM génomique a & punfie & partir d'échantillons de 200 ul de sang préleve sur des

denneurs sains (4,0 x 10° callules par mila 9,0 % 10° callulas par mil)

* Powr chague tube primaire, b= rendement moyen o &t determine & partir de 11 achantillons
=n friple.

Elimination des résidus de contaminants

Alors que 'ADM génomique reste fixé sur la membrane de la colonne de
centnfugation QlAamp Mini, les contaminants sent éiminés de maniare
efficace par lavage, d'abord par le tompon de lavage 1 (AW1), puis par le
tampon de lovage 2 (AWZ).

Elution de FADMN genomigue pur

L'ADMN génomique est &lué de lo membrane de la colonne de centifugafion
QlAamp Mini & 'oide de 50 a 200 ul de tampen d*&lution [AE). L'ADM élué est
prét & &tre utilisé dans le cadre de diverses analyses en aval, y compris
différentes analyses de diagnestic in vitro en aval.

Manuel du kit GlAamp DSP DHA Blood Mini 06/2012 12
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Remarques importantes

Remarques préliminaires importantes

B Aprés réception du kat, vénfier que les éléments du kit ne sont pas
endommageés. 5i les emballoges blister ou les flacons de tampon sont
endommagés, contacter le Support technigue QIAGEN ou le distnbuteur
local. Si du iquide o &té renversé, se reporfer aux « Informaheons de
sécunté » (page 10). Ne pas uhliser de composants endommagés. Leur
utilisation nsque d’engendrer une détérioration des performances du kit

B  Toujours remplacer les cdnes des pipettes entre chaque transfert de iguide.

Afin de limiter les contominahions croisées, il est recommandé d'utiliser des
cénes & filtre de protechon contre les agresals.

B Toutes les étopes de centnfugation sont menées & bien & fempérature
ambiante (15 & 25 °C).

B Toujours uhliser des gants jetables et s"assurer réguligrement qu'ils ne sont
pas contaminés par |“échantillon. Jeter les gants s'ils sont contaminés.

B  HNouvnir qu'un fube & la fois ofin de limiter les nsques de contomination
croisée.

B He pas uhliser, avec le kit en cours d'vhhsahon, de composants 1ssus de
kits dhifférents, & moins que le numéro du lof ne sort idenhque.

B Eviter toute confomination microbienne des réachfs du kit.

B Afn de limifer les nsques d'infechion par des mahares potentiellement
infectieuses, il est recommandé de travailler dans des conditions de flux
laminaire jusqu’d ce que les échantillens solent lysés.

B Le kit doit uniguement &tre vhlisé par du personnel formé aux pratgues
d’un laboratoire de diognoshc in vitro.

Préparation des réactifs et tampons
B Fréparation de la Protéase QIAGEN

Ajouter 1,2 ml de selvant de protéase [PS) dans le flacon de protéase
QIAGEM (QP) lyophilisée =t mélanger avec précavhon. Pour éviter que le
mélange ne mousse, mélanger en retournant plusieurs fois le flacon.
Vérfier que la Protéase QIAGEM [QP) est enhigrement dissoute.

@ Me pas ajouter la Protéase QIAGEN [QP) directement sur le tampen de lyse
(AL).

Marnuel du kit QlAamp DSP DMNA Blood Mini 062012 15

B Préparation du tampon de lavage 1

A I'aide d'une éprouvette, ajouter 25 ml d*éthanel (946 & 100 %) dans le
flacon contenant 19 ml de tampon de lovage 1 [AW]1) concentré.
Conserver le tampeon de lavage 1 [AW1) reconshtué & température

ombiante (15 & 25 °C).

(Dﬁwuni de commencer la procédure, toujours mélanger le tompen de
lavage 1 (AW1) reconstitué en refournant plusieurs fois le flacen.

B Préeparation du tampon de lavage 2

A Iaide d'une éprouvette, ajouter 30 ml d*éthanel (96 & 100 %) dans le
flacon contenant 13 mil de tompon de lavage 2 [AW2) concentré.
Conserver le tampeon de lavage 2 (AW2) reconshtue & température
ambiante (15 & 25 *C).

®Av\c:r11 de commencer lo procédure, toujours mélanger le tompen de
lavage 2 (AW2) reconstitué en refournant plusieurs fois le flacen.

B Préparation du tampon d'élution

Le kit comprend un flacon de tampon d*&lution [(AE). Afin d"&viter toute
contamination du tampen d'élution [AE), il est fertement recommandé non
seulement d'utiliser des cénes a filtre de protechon contre les aérosols pour
le pipetage du tampon d'élution (AE), mais également de refermer
imrmédiatement le flocon.

(D Le tampen d’élution [AE) conhient de I'azide de sodium comme agent de
conservation. Son absorbance est de 260 nm. Par conséquent, vérifier que
le blane contient la méme concentration dazide de sodium que I'&luat lors
de la quantificaiion de I'ADM dans Iéluat par mesure de 'absorbance &
260 nm, lors de la déterminahion de la pureté de I'ADM dans I'éluat par
mesures de I'absarbance & 260 nm et 280 nm ouw lors du balayoge de
I'absorbance dans la plage de 220 nm a 350 nm. Par exemple, en cas de
préparation de 'éluat pour une mesure de I"absorbance en diluant 50 i
d'éluat dans 100 ul d'eau, il convient de préparer le blanc en dilvant 50 ul
de tampon d'éluhon (AE) dans 100 ul d'=au. Pour les diluhons, uhliser de
I'equ fraiche et distillée.

Manipulation des colonnes de cenirifugation QlAamp Mini

En roison de la sensibilité des technologies d'amplification des aades
nucléiques, il est nécessaire de prendre les précavtiens survantes lors de la
manipulahon des colonnes de centnfugation GlAamp Mini afin d"énter toute
contamination croisée enfre les préparations d'échantillons -

16 Maonuel du kit QlAamp DSP DNA Blood Mini 06,2012
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B Transférer avec précaution "échantillon ou la selution vers la colonne de
ceninfugotion QlAamp Mini. Déposer ["échantillen dans la colenne de
centnfugotion GlAamp Mini & 'eide d'une pipette sans mouiller le bord de
la colonne.

B  Toujours remplacer les cines des pipeftes entre chaque transfert de iquide.
Il est recommandé d’vhliser des cdnes 4 filire de protection contre les
aérosols.

B Eviter de toucher la membrane de la colonne de centrfugohon GlAamp
Mini avec le cine de lo pipette.

B Aprés foutes les étopes d'homegénéisation par impulsions au voriex,
ceninfuger bnévernent les tubes de microcentrifugation afin d*&liminer les
gouttes présentes & I'intérieur des capuchons.

B  Ouvnr une seule colonne de centnfugahen GlAamp Mini a la fois et
prendre garde @ ne pos générer d'oérosols.

B Porier des gants pendant toute la procédure. En cas de contact des gants
avec I'échanfillon, les changer immédiatement.

Elution de I’ADN genomique

Le volume d'ADM &lué d'une colonne de centrifugation GlAamp Mini peut &fre
inférieur de 20 yl moximum par rapport au volume de tampeon d’élution (AE)
dépeosé sur lo colonne. Le volume d'éluat récupéré dépend de la nature de
I"échanhllen. Amener le tampen d'élution (AE) & température ambiante (15 &
25 °C) avant de le déposer sur la colenne. L"ADM &lué est récolté dans les
tubes d'élufion [ET). En cas de censervation de I'ADM pour une péncde
maxmale de 4 semaines, 1l est recommand? de le conserver & une fempérafure
compnse entre 2 et 8 °C. Pour une conservation & long terme, il est conseillé de
le conserver @ =20 “C.

Rendement et qualité de 'ADN génomique

Le rendement et lo qualité de 'ADN génomigue 1sclé sont adaptés a de
nombreux fypes de procédures de défechon en aval dans le domaine du
diagnostic moléculaire. Les analyses diagnostiques dovent &re réalisées selon
les instructions du fabnicant.

Configuration du systéme @ vide QlAvac 24 Plus

S'assurer de correctement configurer la colonne de centrifugahon GQlAamp
Mini, le raccord pour wide (VC) et la vanne de dépression (voir la Figure 3).

Figure 3. Assembloge des composants du kit QlAaomp DSP DMNA Blood Mini pour le
froitement sous vide des échantillons.

1. Vanne de dépression (fournie avec le systéme & vide]
2. Roccord pour wide [VIC)
3. Colonne de centrifugation QlAamp Mini

En cas d’application de la procédure d'aspirafion sous vide avec le systéme a
vide QlAvac 24 Plus, il est recommandé d'éhqueter les fubes de lyse [LT), les
tubes d’luhon (ET) et les colonnes de centnfugaton GllAamp Mir selon le
schéma de la Figure 4 [voir la page suivantz), ofin d"@&ater de mélanger les
échantillons. Cette iImoge peut &tre photocopiée afin d'y noter le nom des
échantillons. Il est recommaondé d’utiliser un schéma similaire avec d’autres
systémes & vide ou dans le cadre de la procédure de cenfrifugation.

Manuel du kit QlAamp DSP DMNA Blood Mini 06/2012 17
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Figure 4. Schéma d'étiquetage des tubes de lyse [LT), des fubes d"élution [ET) ef des

colonnes de centrifugation QlAamp Mini ufilisés sur le systéme a vide QlAvac 24 Plus.

Manuel du kit QlAamp DSP DMA Blood Mini 06,2012

Protocole : isolation et purification de FADN génomique
des échantillons de sang au moyen d'un systéme a vide
Isoloton et punfication de "ADN génomique des échantllons de 200 yl de

sang total tratés & I'EDTA ou au cirate, avec un systéme a vide tel que le
systéme & vide QlAvac 24 Plus.

Remarques importantes avant de commencer

B La procédure a-dessous fournit des instruchions pour le fratement d'un
seul échantillen de sang. |l est toutefois possible de trater simultanément
sur le systéme a vide QlAvac 24 Plus jusqu'a 24 echanhllons.

A faire avant de commencer

B Amener les échantllons de sang 4 fempérature ambiante (15 & 25 °C) et
vérfier qu'ils sont bien mélangés.

B Si nécessaire, dissoudre les préapités présents dans le foampon de lyse (AL)

par incubahion & 56 *C.

B Varther que le tampeon de lavage 1 (AWT1), le tampen de lavage 2 (AW2) et
la Protéase GIAGEN (QP) ont bien &é préparés selon les instructions de la

section « Préparation des réachfs ef tampons » aux pages 15 et 16,

B  Amener le tampon d'élution [AE) & température ambiante (15 & 25 °C)
pour I'étope 14.

B Préchaouffer un bloc chauffant @ 56 *C pour I'étape 4.

B Insérer un raccord pour vide (VC) dans chague adaptateur Luer du systeme

a vide pour hmiter la contominahion croisée.

B Les procédures de contréle qualité QIAGEN imphguent une mise & "essal
pour chaque lot de lats. Par conséquent, il convient de ne pas mélanger les

réachfs 1ssus de différents lots de kits et de ne pas combiner les réachfs
issus de différents lots de réachfs.

B Verthier que le flacon & déchets du systeéme & vide est vide et que fous les
raccords sont bien connectés.

B Pour plus d'informathens sur le fonchonnement du systéme a wide, plus
parhiculigrement sur sa maintenance, se référer au manuel fourni avec le

systéme.
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Procédure

1. Transférer a la pipette 20 pl de Protéase QIAGEN (QP) dans un fube
de lyse [LT).

(DAvunf de |'utiliser, vénher la date d’expiration de la proféase reconshifuée.

2. Ajouter 200 pl d'échantillon de sang dans le tube de lyse [LT).

3. Ajouter 200 pl de tampon de lyse (AL) dans le fube de lyse (LT),
fermer le capuchon et mélanger au moyen d'impulsions au vortex
pendant 15 secondes.

Pour assurer une lyse efficace, 1l est essentiel de bien mélanger I'échantillon
ef le tampon de lyse afin d'cbtenir une selution homogéne.

® Puisque le tampen de lyse [AL) présente une forte viscosité, s"assurer
d'ajouter le ben volume de tampen de lyse (AL en le déposant avec
précauticn au moyen d'une pipete ou en vhlisant une pipetie adaptée.

I:D Me pas ajouter la Protéase QIAGEM (QP) directement dans le tampon de
lyse (AL).

Incuber pendant 10 minutes (£ 1 minute) a 56 °C (= 1 °C).

5. Centrifuger pendant 5 secondes ou plus le tube de lyse (LT) a vitesse
maximale pour éliminer les gouttelettes accumulées a Vintérieur du
capuchon.

6. Ajouter 200 pl d’éthancl (96 d 100 %) dans le tube de lyse (LT),
fermer le capuchon et bien mélanger pendant 15 secondes ou plus
au moyen d’'impulsions au vortex.

7. Centrifuger pendant 5 secondes ou plus le tube de lyse (LT) a vitesse
maximale pour éliminer les gouttelettes accumulées a Fintérieur du
capuchon.

8. Insérer la colonne de centrifugation QlAamp Mini dans le raccord
pour vide (VC) du systéme a vide. S"assurer que la principale vanne
de dépression (entre le systeme a vide et le collecteur de vide) et la
vanne du capuchon a vis (sur le collecteur de vide) sont fermees.
Mettre la pompe a vide sous tension.

Metire au rebut le tube de lavage (WT) (2 ml) dans lequel la colenne de
centnfugotion QlAcmp Mini est placée dans le blister.

Le vide est appligué uniquement au systéme de connemion (le cas &chéant),
et non au collecteur de vide.

9. Déposer avec précaution la totalité du lysat de I'étape 7 dans la
colonne de centrifugation QlAamp Mini sans en mouiller le bord.
Eviter de toucher lo membrane de la colonne de centrifugation
Qlaamp Mini avec le cone de la pipette.

®Pour le traifement de plusieurs échanfillons, n"euvnir qu'un tube de lyse (LT)
a la fois.

10. ©uvrir la principale vanne de dépression. Une fois le lysat passe a
travers la colonne de centrifugation QlAamp Mini, fermer la
principale vanne de dépression et ouvrir la vanne du capuchon a vis
du collecteur de vide afin de permetire I"évacuation du collecteur.
Fermer la vanne du capuchon @ vis une fois le vide du collecteur
EVacue,

Une fois la pnnapale vanne de dépression fermée, le vide est appliqué
uniquement au systéme de connexion (le cas échéant), et non au collectaur
de vide.

®Uﬁ|iser la vanne du capuchen & vis du collecteur de vide pour évacuer
rapidement le vide.

(DPOUF traiter plusieurs colonnes de centrifugation GlAamp Mini 4 la fois, 1l
est recommandé de fermer la vanne de dépression de chaque colonne une
fois le lysat passé, ofin de réduire le temps de cette &tape.

®Si le lysat n'est pas enhzrement passé & travers la membrane au bout de
10 minutes, placer la colonne de centrifugation QlAamp Mini dans un
nouveau tube de lavage (WT), fermer le capuchon et centrifuger 3 minutes
& & 000 x g (8 000 fr/min) ou jusqu’a ce que le lysat soit complétement
passé & travers la membrane. Placer la colonne de centrifugation QlAamp
Mini dans un autre nouveau tube de lavage (WT) et continuer avec
I"étape 10 du protocole de la page 25.

®Si le lysat ne passe toujours pas & travers la membrane pendant la
centrifugation, mettre I'échanfillen au rebut et répéter I'isclation et la
punfication avec un nouvel échantillon, en commencant avec I'étape 1 de
la page 21.

11. Déposer 750 pl de tampon de lavage 1 (AW1) dans la colonne de
centrifugation QlAamp Mini sans en mouiller le bord. Eviter de
teucher la membrane de la colonne de cenfrifugation QIAamp Mini
avec le cone de la pipette. Laisser le capuchon de la colonne ouvert
et ouvrir la principale vanne de dépression. Une fois le tampon de
lavage 1 (AW1) passé a travers la colonne de centrifugation Qlaamp
Mini, fermer la principale vanne de dépression et ouvrir la vanne du
capuchon a vis afin de permettre I'évacuation du collecteur. Fermer
la vanne du capuchon @ vis une fois le vide du collecteur &vacué,

12. Déposer 750 pl de tampon de lavage 2 [AW?2) dans la colonne de
centrifugation QlAamp Mini sans en mouiller le bord. Eviter de
toucher la membrane de la colonne de cenfrifugation QlAamp Mini
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avec le cone de la pipette. Laisser le capuchon de la colonne ouvert
et ouvrir la principale vanne de dépression. Une fois le tampon de
lavage 2 (AW2) passé a travers la colonne de centrifugation GlAamp
Mini, fermer la principale vanne de dépression et ouvrir la vanne du
capuchon a vis afin de permetire I'évacuation du collecteur. Fermer
la vanne du capuchen a vis une fois le vide du collecteur évacué,

13. Fermer le capuchon de la colonne de centrifugation QlAamp Mini, le
refirer du systéme a vide et mettre le raccord pour vide (VC) au
rebut. Placer la colonne de centrifugation QlAamp Mini dans un
nouveau tube de lavage (WT) et centrifuger 3 minutes a vitesse
maximale (environ 20 000 x g ou 14 000 tr/min) pour sécher la
membrane complétement.

@ L‘absence de centnfugahon de séchage peut enfrainer une inhibihon de
I"'analyse en aval.

14. Placer la celonne de centrifugation QIAamp Mini dans un nouveau
tube d’'élution (ET) et mettre le tube de lavage (WT) contenant le
filtrat au rebut. Quvrir le capuchon de la colonne de centrifugation
QlAamp Mini avec précaution et déposer av centre de la membrane
50 a 200 pl de tampeon d'élution (AE). Fermer le capuchon et incuber
a température ambiante (15 a 25 °C) pendant 1 minute. Centrifuger
pendant 1 minute a 6 000 x g (8 000 tr/min) afin d’éluer I'ADMN.

®Une fois la procédure terminée, suivre les instruchions de maintenance pour
le systéme & wide (pour plus d'informaticns, se référer au manuel fourn
avec le systéme & vide).
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Protocole : isolation et purification de I'ADN génomique
des échantillons de sang au moyen d'une
microcentrifugeuse

lsclohon et punfication de FTADN génomique & parhr de 200 ul de sang total
traité & 'EDTA ou au afrate, avec une microcentrifugeuse.

Remarques importantes avant de commencer

B La procedure a-dessous fournit des instruchons pour le trotement d'un
seul échantillen de sang. |l est toutefois possible de trafer simultanément
plusieurs échantillons. Le nombre dépend de la copacté de la
microcenirifugeuse uhlisée.

A faire avant de commencer

B Amener les échantillons de sang & température ambiante (15 & 25 *C) et
varfier qu'ils sont bien mélangés.

B S5i nécessaire, dissoudre les préapités présents dans le tampon de lyse [AL)
par incubation & 56 *C.

B Verther que le tampon de lavage 1 (AW1), |2 tampen de lavage 2 (AW2) et
la Protéase GIAGEN (QP) ont bien &t& préparés selon les instructions de la
sechon o Préparafion des réachfs et tampons » aux pages 15 ef 16,

B Amener le tampon d'élution [AE) & ternpérature ambiante (15 & 25 °C)
pour I"&ape 15.

B Préchauffer un bloc chauffant & 56 °C pour I'étape 4.

B Les procédures de contréle qualité QIAGEN impliquent une mise a 'essa
pour chaque lot de kit. Par conséquent, il convient de ne pas mélanger les

réachfs 1ssus de différents lots de kats et de ne pas combiner les réachfs
issus de différents lots de réachfs.

Procédure

1. Transférer a la pipette 20 pl de Protease QIAGEN (QP) dans un tube
de lyse (LT).

Avant de I'utliser, vénfier la dote d'expiration de la protéase reconstituée.

2. Ajouter 200 pl d’échantillon de sang dans le tube de lyse (LT).

3. Ajouter 200 pl de tampon de lyse (AL) dans le tube de lyse (LT),
fermer le capuchon et mélanger au moyen d'impulsions au vortex
pendant 13 secondes.
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Pour assurer une lyse efficace, il est essentizl de bien mélanger I'échantillon
et le tampon de lyse (AL) afin d'obtenir une solution homogéne.

® Puisque le tampeon de lyse (AL) présente une forte viscosite, s'assurer
d'ajouter l2 bon velume de tampon de lyse [AL) en le déposant avec
précaution au moyen d'une pipette ou en utilisant une pipette adaptée.

@ Me pas gjouter la Protéase QIAGEM (QP) directement dans le tompen de
lyse (AL).

4. Incuber pendant 10 minutes (£ 1 minute) a 56 °C (= 1 °C).

5. Centrifuger pendant 5 secondes ou plus le tube de lyse (LT} a vitesse
maximale pour éliminer les gouttelettes accumulées a Vintérieur du
capuchon.

6. Ajouter 200 pl d’éthanol (96 a 100 %) dans le fube de lyse (LT),
fermer le capuchon ef bien mélanger pendant 15 secondes ou plus
au moyen d'impulsions au vortex.

7. Centrifuger pendant 5 secondes ou plus le fube de lyse [LT) a vitesse
maximale pour éliminer les gouttelettes accumulées a Vintérieur du
capuchon.

8. Déposer avec précaution la totalité du lysat de I'etape 7 dans la
colonne de centrifugation QlAamp Mini sans en moviller le bord.
Eviter de toucher la membrane de la colonne de centrifugation
Qlaamp Mini avec le cone de la pipette.

(D Pour le fratement de plusisurs &chantillons, n'ouvnir gu'un tube de lyse [LT)
a la fois.

9. Fermer le capuchon de la colonne de centrifugation QlAamp Mini et
centrifuger @ environ & 000 x g pendant 1 minute. Placer la colonne
de centrifugation QlAamp Mini dans un nouveau tube de lavage
(WT) et metire le tube contenant le filtrat au rebut.

(D Si le lysat n"est pas complétement passé & travers la membrane aprés la
centrifugahien & & 000 x g (& 000 tr/min), centnfuger encore 1 minute &
vitesse maximale {jusqu’a 20 800 xg).

(D Si le lysat ne passe toujours pas & travers la membrane pendant la
centrifugahon, mettre I"échanhllon au rebut ot répéter Isolohon et la
purfication avec un nouvel &chantfillen, en commengant par I'étape 1 de la
page 24

10. Quvrir la colenne de centrifugation QlAamp Mini avec précaution et
ajouter 500 pl de tampon de lavage 1 (AW1) sans mouiller le bord
de la colonne. Eviter de toucher la membrane de la colonne de
centrifugation QlAamp Mini avec le céne de la pipette.

11. Fermer le capuchon de la colonne de cenfrifugation Qlaamp Mini et
centrifuger a enviren 6 000 x g pendant 1 minute. Placer la colonne
de centrifugation QlAamp Mini dans un nouveau tube de lavage
(WT) et mettre le tube contenant le filtrat au rebut.

12. Quvrir la colonne de centrifugation QlAamp Mini avec précaution et
gjouter 500 pl de tampon de lavage 2 (AW2) sans mouwiller le bord
de la colonne. Eviter de toucher la membrane de la colonne de
centrifugation QlAamp Mini avec le céne de la pipette.

13. Fermer le capuchon de la colonne de cenfrifugation Qlaamp Mini et
centrifuger a vitesse moaximale (environ 20 000 x g ou 14 000 tr/min)
pendant 1 minute. Placer la colonne de centrifugation QlAamp Mini
dans un nouveauw tube de lavage (WT) et mettre le tube contenant le
filtrat au rebut.

14. Centrifuger pendant 3 minutes a vitesse maximale {environ 20 000 x
g ou 14 000 tr/min) pour sécher la membrane complétement.

®L’nbsence de ceninfugahon de séchage peut enfrainer une inhibition de
I"analyse en aval.

15. Placer la colonne de centrifugation QlaAamp Mini dans un nouveau
tube d'élution (ET) et mettre le tube de lavage (WT) contenant le
filtrat au rebut. Suvrir le capuchon de la colonne de centrifugation
QlAamp Mini avec précaution et déposer av centre de la membrane
50 a 200 pl de tampon d’élution (AE). Fermer le capuchon et incuber
a température ambiante (15 a 25 °C) pendant 1 minute. Centrifuger
pendant 1 minute a environ & 000 x g (8 000 tr/min) afin d’éluer
I"ADN.
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Controle qualité

En accord avec le systéme de gestion de la qualité cerhfig 150 de QIAGEN,
chaque lot du kit Qlaamp DSP DMA Blood Mini est testé par rapport aux
spécifications prédéterminées afin d'assurer une qualité constante du produit.

Limites

La performance du systéme a £té &tabhe & 'aide de sang total pour lisclohon
de I"ADM génomique.

Il incombe aux uhilisateurs de valider la perfermance du systéme pour foutes les
procédures vhlisées dons leur laboratore non couvertes par les études de
performance QIAGEN.

Afin de limiter les nsques d'impact négahf sur les résultats diagnoshiques, les
confréles adéquats devent &fre vhlisés pour les applications en aval. Pour una
validotion ulérieure, 1l est conseillé de suivre les directives de la Conférence
internationale sur I'harmenisation des exigences fechniques (ICH) exposées
dans [CH Q2(R1) Validation Of Analytical Procedures : Text And Methodology.
Tous les résultats diagnoshiques générés dorvent &fre inferprétés conjeintement
a dautres résultats clinigues ou de laberatoire.

Caractéristiques de performance

Rendement de I'ADN purifié

L'échelle linéaire du rendement de I'ADM avec la procédure d*aspirafion sous
vide GllAomp DSP DA Blood Mini a &té déterminés & parhr de sang préleve sur
des donneurs sains, avec un nombre de globules blancs compns entre 3,8 x 104
et 1,34 x 107 cellules/ml [voir la Figure 5, page 28).

T
2 4 é B 10 12 14
Mombre de globules blancs [x 108 cellules/ml)

Rendement [ug/échantillon)

Figure 5. Echelle linéaire du rendement ¢*ADM avec la procédure d'aspiration sous
vide GlAomp DSP DNA Blood Mini et 200 gl de wolume d*élution. Le nombre de
globules blancs présents dons le sang préleve sur des donneurs sains o &8 defermine = start
compriz entre 3,8 x 10° et 1,34 x 107 cellules/ml. L'ADMN des échantillons de sang a & purifié
a I'aide de ko procédure d'ospirohon sous vide GllAamp DEP DMA Blood Mini avec un volume
d'&lution de 200 . 87 schontillons ont & traifés en riple.

Performance des analyses en aval

L'ADN génomique &lué peut &re utlisé dans difféerentes analyses en aval, y
compns diverses analyses de diagnoshc in vitro en aval (Tableaux 2 & &). Les
effets du velume d"élution et du velume d &luat utilisé dans le cadre d'une
amphfication en chaine par polymérase (PCR) sur la performance de cette
dermiére ont &é déterminés (vair le Tableau 7).
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Tableau 2. Typage HLA a I'aide des analyses S5P Dynal® AllSet*™ -
HLA-4A « Bosse résolution », HLA-E « BEaosse résolution », DR « Basse
résolution » et DQ « Basse résclution »

Tableau 3. Génotypage du facteur V de Leiden a Vaide du kit de
détection de mutation du facteur V de Leiden LightCycler®

HLA locus A HLA locus B HLA locus DR HLA locus DQ
Geénotype N° Genotype N° Génotype N°  Geénotype M=
AZJAZ 2 B51, 1 DR1/DR3 1 D@2 1
B51,/B13
ou
B51,/B27
A3/AL 1 B13/B35 1 DR3ou 1 DQ2/Da3 2
DR3/DR13
AJJAZE 1 B8/B27 1 DR3/DRY 1 D@é 1
A2/A24 2 B7/B13cu 1 DR7/DRI5 2 DQ2/DQs 1
B7/B15
Al A2 2 B7/B18 1 DR4/DRIS 1 DQ2/DQs 2
A30/AS8 1 B7/B44 1 DR4/DR7 1 DQ3 1
AZJAZ2 1 Autre 0 DR4 1 DQ3/DQé 2
Autre [¢] DR15 1 Autre o
DR1/DRY 1
Autre Q0

Genotype Nombre
Sauvage 17
FV G14121 A hétérozygote 13
FV G1&4191 A hoemozygote ¥

Du sang fotal o & prélevé sur 30 donneurs et 'ADM génomique a &é punhé &
partir de 200 ul de sang total & 'aide du kit QlAamp DSP DA Bloed Mini. Le
statut allélique au niveaw du locus FY G1691 A o &té déterming a I"aide du kit
de détection de mutahon du facteur V de Leiden LightCycler (Groupe Roche).

Tableau 4. Génotypage du facteur V de Leiden (FV) a F'aide d'une PCR
en point final et d'une analyse Pyrosequencing® avec kit PSQ-96 SNP-
Reagent sur le Pyrosequencing PSQ 96MA

Genotype MNombre
Sauvage 17
FV G14121 A hétérozygote 13
FV G14191 A homozygote 0

Du sang fotal o éé prélevé sur des donneurs et FADN génomique a &8 punfié
& partir de 200 ul de sang total & "arde du kit QlAamp DEP DA Blood Mini.
Grace aux analyses 55P Dynal AliSet* [Cynal Biotech], des alléles ont &té
identifiés au loc indiqué pour un nembre dindividus donné. N° : nombre
d'indradus.
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Du sang total a &té prélevé sur 30 donneurs et 'ADN génemique a &é punhé &
partir de 200 ul de sang total & 'aide du kit QlAamp DSP DA Blood Mini. Le
statut allélique au locus FY G1691 A a éé déterminé & I'aide d'une PCR en
point final et d'une analyse Pyrosequencing avec kit PSG-96 SMP-Reagent sur le
Pyrosequencing PSQ 95MA (Bictage).
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Tableau 5. Génotypage de la prothrombine (PT) 4 'aide d'une PCR en
point final et d'une analyse Pyrosequencing avec kit PSQ-96 SNP-
Reagent sur le Pyrosequencing PSQ 96MA

Tableau 7. Effets du volume d’élution et du volume d"éluat ufilisé dans
le cadre de la PCR sur la performance de cette derniére

Genotype MNombre
Sauvage 30
FT G20210A hétérorygote o
PT GZ20210A homozygote 0

Du sang total a &té prélevé sur 30 donneurs et 'ADN génomique a &té punhé &
pariir de 200 yl de sang total & "aide du kit QlAamp DSP DA Bloed Mini. Le
statut alléligue au locus PT G20210A o &té déterrminé & I"mide d'une PCR en
point final et d'une analyse Pyrosequencng avec kit PSG-94 SHP Reagent sur le
Pyrosequencing PSQ 96MA (Biotage).

Tableau 6. Analyse des polymorphismes de 'ApoE T112C et C158T a
I'mide d'une PCR en point final, avec séquengage de Famplicon a I'aide
du kit de séquengage du cycle de réaction BigDye™ v1.1 et d'une
séparation sur le séquenceur AEBI PRISM® 3100

Volume d'éluat par PCR de 50 pl*

Volume d'élution 2 pl 5 pl 10 pl
50 ul 100% 100% 100%
100 ul 100 % 100 % 97 %
200 ul 100 % 100 % 100 %

Genotype Nombre
ApoE*3/*3 5
ApcE*3/4 5
Avire 0

Diu sang total o &é prélevé sur 10 donneuwrs et 'ADMN génomique o &é punfié 4
parhir de 200 yl de sang tofal & 'mde du kit QlAamp DSP DA Blood Mini.
L'analyse des pelymorphismes de I'ApoE T112C et C158T o &té exécutée a
I'aide d'une PCR en point final, avec séquengaoge de I‘amplicen avec le kit de
séquengage du cycle de réachion BigDye v1.1 et d'une séparahon sur le
séquenceur ABl PRISM 3100 (Life Technologies Corporahon).
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* Laz valeurs indiquent |l pourcantage de detection PCR ef représentent 48 &chantillons.

Stabilité de I"&éluat

Les analyses de conservation de I'éluat réalisées avec le kit Qlaamp DHA Blood
Miri, kit de laberatoire général fondé sur la méme technolegie, ont démentre
que I"ADM &lué avec le tampon AE & partir de colonnes de ceninfugohon
QlAamp Mini &tait stable 8 ans & 5 °C ou a —20 *C (Figure &). Cependant, les
etudes & long terme sur la stobilité de ["éluat menées a bien avec le kit @lAamp
DSP DA Blood Mini sont en cours.

M 7-8°C =20 "C M

[ —_—

Figure 6. Stabilité a long terme de "'ADN isclé ef purifié a I'aide de colonnes de
cenirifugation GllAamp Mini. UADMN a &2 purifié avec b= lat Qldamp DMNA Blood Mini, 2lus
dans 200 ul de tampon AE =f consereé 8 ans & une température compnse entre 2 =t B °C ouv a
—20 *C. Les echantillons d°ADM ont &2 analysgs sur un gel d°ogarose coloré av bromure
d'ethidium. M : marqueur.
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Symboles

Conhent sufisamment de réachfs pour <M= préparations
oM d"échantllons

<

A utiliser avant
Maténel médical desting au diagnoshc in vitre
A arrivés

Ouvnir & I'arrivée ; conserver les colonnes de centrifugation
QlAamp Mini @ une température compnse entre 2 ef 8 °C

Référence du catalogue
Muméro de lot
Référence du maténel
Composants

Conhent

Mombre

Volume

Limite de température

Fabricant

Moter la date du jour sur le flacen aprés aveir gjouté |“éthancl

FEE-FEFREAT v o

Ajouter
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4

Lyophiliz

Reconshtuer dans

E Ethanal

- Chlorhydrate de guanidine

i

Subtlisine
Méne &

Lire le mede d'emplor

=" HE

Remarque importante

Références

QIAGEM tient & jour une vaste bangue de données en ligne de publicafions
scientifiques mentionnant les produits QIAGEN. Des cntéres de recherche
permettent de trouver les arhicles & I'aide d'un met-clé ou en spécfiant
I"application, le domaine de recherche, le fitre, etc.

Pour une biblicgraphie compléte, visiter la Base de données bibliographique
QHAGEM en Iigne & I'adresse www._giogen.com/RefDB/search.asp ou contacter
les Services fechniques de QIAGEN ou le distributeur local.
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Coordonnées

Chez QIAGEM, nous sommes fiers de la qualité =t de la disponibilité de notre
support technigue. Mos services techniques sont composés de saenfifiques
expénimentés bénshaant d'un vaste sovoir-faire pratique et théonque en ce qui
concerne les fechnologies d'échantillons et d'analyses et 'vhlisahon des
produits QLAGEN. N'hésitez pas & nous contacter si vous aver des queshons ou
rencontrez des difficultés concernant le kit QlAomp DSP DHA Blood Mini ou les
produits QLAGEN en général.

Les chents de GIAGEN conshtuent une importante source d'infermahons au
sujet des vhlisohons avancées ou spaaalisées de nos produits. Ces informahons
sont utles @ d'outres saentfigues, ains qu’aux chercheurs de QIAGEM. En
conséquence, n'hésitez pas & prendre contact avec nous pour toute suggeshon
concernant les performances des produts ou de nouvelles applicafions et
techniques.

Pour une assistance techrique ef plus d'informafions, consulter netre Cenfre
d'assistance technique sur le site www.glagen.com/Support ou appeler 'un des
Départernents du service technique de QIAGEN ou des distnbuteurs locaux (voir
la quatnéme de couverfure ou le sife www.giogen.com).

QIAGEN GmbH, QIAGEN Strafie 1, D-40724 Hilden, Allemagne

Pour commander

Produit Description Reférence
GllAamp DSP DMA Pour 50 préparohons d'ADM : 61104
Blood Miri Kit (50) Colonnes de centnfugation Ql&amp

Mini, raccords pour vide,
Protéinase QIAGEM, réachfs, tampeons
et tubes de prélévement

Accessoires

QlAvac 24 Plus Collecteur de vide pour le tratement 19413
vacuum manifold* de 1 & 24 colonnes de centnfugahon
Collecteur de wide GllAvac 24 Plus,

prises Luer, raccords rapides

Vacuum Pump® Pompe & vide universelle 84020

Pour obternir les derniéres informations sur la hicence et les clouses de
responsabilité spécifiques aux produits, consulter le manuel du lat su le manuel
d'utilisahion QIAGEM respechf. Les manuels des kifs et manuels d'vhlisahon
QHAGEN sont disponibles & 'adresse www.qlagen.com ou peuvent &tre
sollicités auprés des Services techniques QIAGEN ou du distnbuteur local.

* A ufiliser dons le codre des protocoles d'ospiration sous vide.
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Annexe 15

Hopitaux Universitaires

sant-ouis | Verification de la saisie manuelle au LCH

L J
(21 FERNAND-WIDAL

Page 1 sur 1

1 DESCRIPTION DE L’INSTRUCTION DE TRAVAIL :

Cette instruction décrit les modalités de vérification de toutes les saisies manuelles sur le LCH. Selon les
exigences du chapitre 5.10 Gestion des informations de laboratoire du SH REF 02.

Elle concerne toutes les personnes susceptibles de réaliser des saisies manuelles dans le SIL : agent de
réception ACB, secrétaires médicales, technicien(ne)s de laboratoire et biologistes.

» Les saisies manuelles de demande d'examens dans le SIL par les agents de réception ACB, par des
secrétaires médicales, ou des technicien(n)s de laboratoires sont vérifiées immédiatement par les
technicien(ne)s de laboratoire & la réception et la prise en charge des échantillons dans leur secteur. Toute
erreur sera signalée par une NC et corrigée, selon l'instruction relative a la réception des prélévements.

> Les saisies manuelles de résultats dans le SIL sont vérifiées par les biologistes responsables du secteur au
moment de la validation biologique. Toute erreur sera également signalée par une NC et corrigée, selon
linstruction relative a la validation biologique.

Toutes ces vérifications sont tracées par un parafe de la personne responsable de la vérification : sur la feuille de
demande pour les saisies de demande d’examens et sur les feuilles de travail pour les résultats d’'examens.
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