Université Pierre et Marie Curie - Sorbonne Universités

MEMOIRE
POUR L’OBTENTION DU DIPLOME UNIVERSITAIRE
« ASSURANCE QUALITE AU LABORATOIRE

DE BIOLOGIE MEDICALE»

Validation de Méthode :

Examen Direct en Mycologie

Mlle SOURON Isabelle

Année 2015-2016



Note aux lecteurs

« Les mémoires des stagiaires du Dipldme Universitaire « Assurance
Qualité au laboratoire de biologie médicale» sont des travaux réalisés
pendant 'année de formation. Les opinions exprimées n'‘engagent que
les auteurs. Les travaux ne peuvent faire I'objet d’'une publication en tout,

ou partie, sans l'accord de l'auteur et du responsable du DU concerné.».



Auteur

Mlle SOURON Isabelle
Interne en 6°™ semestre
DES de Biologie Médicale
CHU Charles Nicolle de Rouen

1, rue de Germont.76000 Rouen



Remerciements

J'adresse mes remerciements au Dr Hélene Girot qui m’a guidée dans la
rédaction de ce mémoire, ainsi qu’aux intervenants de ce DU qui nous

ont apporté un regard extérieur sur la qualité en Biologie médicale.



SOMMAIRE

(€1 oY= 11 <IN p.1

INEFOAUCTION et e ettt e p.2

1 Présentation de 1@ STFUCTUIE ..o et

1.1 Le CHU de Rouen et son P6le de Biologie Clinique ................... p-3
1.2 L'Unité de Parasitologie-MycolOgie ........ccccveveveieieierieieiennn, p-4
2 Présentation du Projet .
2.1 INtEréts et ObJECTITS .ovviviiieciicee e p.5
2.2 Calendrier dU Projet ...t p.5
3 Matériels et MELhOAE .......ovciiieieiie s
3.1 Détermination de la portée d’accréditation .........cccevevvevvenennne. p.6
3.2 Etat deS lIEUX i p.6
3.3 ANAlYSE dE MSQUES w..oeevecee et p.7
3.4 Rédaction du mode OPEratoire .........coceeveeveeeeeeeeee e p.14
3.5 Création d'Un ClIQ .o p.14
4 Validation tEChNIQUE ..o
A1 REPETADILE oo p.15
4.2 Reproductibilité intra- laboratoire ou Fidélité intermédiaire .. p.16
4.3 Contamination inter-échantillons ... p.17
4.4 Stabilité des réactifs ..o p.17
4.5  Limite de deteCtiON ....ocooeeveieeeeeeceeeeeeee oo p.17
4.6 Intervalle de référence (valeurs usuelles) ......ccoccoveoveveecereeennnes. p.17
4.7  Sensibilité / Spécificité analytiQUues ....ocoooeeeevveeeeeeeeeeeeeereeee s p.17
4.8 RODUSTESSE w.ooooveeveceeeeee v p.18
4.9 Comparaison de MELNOTES .......o.ovveveeereeeeee oo p.19
5 Discussion €t CONCIUSION ....vviieiiiiciie it P20
23] o] T To =T o] a1 [T R P22
p.23

LISTE B ANNEXES .o e ettt



GLOSSAIRE

ATCC : American Type Culture Collection

CANZ2 : Gélose ChromID™ Candida. Milieu chromogeéne pour l'isolement sélectif des levures

et I'identification directe de Candida albicans

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CIQ : Contréle Interne de Qualité

COFRAC : Comité Francais d’Accréditation

COPIL : Comité de Pilotage

CV : Coefficient de Variation

DU: Dipléme Universitaire

ED : Examen Direct

GBEA : Guide de Bonne Exécution des Analyses de Biologie Médicale
GEDI : Systéme de Gestion Documentaire du Laboratoire

HAS : Haute Autorité de Santé

LBM : Laboratoire de Biologie Médicale

MO : Mode Opératoire

PDCA : Plan, Do, Check, Act

QUAMIC : Comité Qualité de la Société Francaise de Microbiologie
REMIC : Référentiel en Microbiologie Médicale

SIL : Systéme d’Information du Laboratoire

SAPANET : Logiciel de gestion des stocks et des commandes, et des non-conformités

SMQ : Systeme de Management de la Qualité



Introduction

L'exercice de la biologie médicale a été profondément bouleversé par l'importance
croissante accordée a la qualité, dont le but est d'assurer la fiabilité des résultats des

examens de biologie médicale en vue d’une prise en charge efficiente du patient.

Les prémices de la qualité se situent dans les années 1970 avec la création en 1975 des
contrbles nationaux de qualité. Le Guide de Bonne Exécution des Analyses de Biologie
Médicale GBEA paru en 1994 puis la norme ISO 15189 en 2003 viennent préciser les
exigences de qualité et de compétences applicables aux laboratoires de biologie médicale.
En 2010, la publication de l'ordonnance du 15 janvier au journal officiel réformera
définitivement la biologie médicale francaise, rendant la démarche d’accréditation obligatoire.
Le COFRAC (ou comité francais d’accréditation) est chargé, a travers l'accréditation, de
gagner la reconnaissance au niveau international des compétences des laboratoires de
biologie médicale installés sur le territoire frangais. Il s’appuie sur les normes NF EN ISO
15189, NF EN ISO 22870 dédiée aux examens de biologie délocalisée et enfin sur la norme
NF EN ISO 17025 consacrée a la recherche de légionelles environnementales, pour mener a

bien sa mission.

La conjoncture actuelle de la biologie médicale francaise résulte de la loi 2013-442 du 30
mai 2013 : les LBM doivent désormais étre accrédités sur 50% des examens au 1%
novembre 2016, 70% au 1 novembre 2018 et enfin sur la totalité des examens au 1%

novembre 2020.

Le mémaoire traitera de la validation de méthode de I'examen direct en mycologie au sein du
laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU Charles Nicolle de Rouen. Les différentes
étapes de cette validation en portée B seront tour a tour détaillées, depuis I'état des lieux
jusqu'au recueil et a linterprétation des résultats. La rédaction du SH FORM 43 viendra

finaliser le projet.



1. Présentation de la structure

1.1 Le CHU de Rouen et son Pdle de Biologie Clinique

Le CHU-Hépitaux de Rouen est un établissement public de santé regroupant 5
établissements de soins et d’hébergement, 2 établissements industriels ainsi que 11 écoles
d’envergure régionale. Il assure l'acces aux soins aux habitants de Haute-Normandie et
réalise des missions d’enseignement universitaire et de recherche médicale, en convention
avec la faculté de médecine et de pharmacie de Rouen. Il compte au total onze pdles

clinigues et médico-techniques, parmi lesquels figure le pole de Biologie Clinique.

Le pble de Biologie Cliniqgue concentre les laboratoires de biologie médicale, d’anatomie et
de cytologie pathologiques et d’explorations fonctionnelles, soient onze laboratoires répartis
sur 5 sites géographiques (Institut de Biologie Clinique, Pavillon Derocque, Pavillon Jacques
Delarue, Faculté de Médecine et de Pharmacie de Rouen et Hépital Saint Julien. Cf.
organigramme du pole de Biologie Annexe 1). Selon la revue de direction du 29 mars 2016,
I'activité du pble s’éléve a 6 733 161 actes en 2015, ce qui représente 167 279 280 B/P/K/Z
totaux. En termes de qualité, 'ensemble du Pdéle s’est engagé en accord avec la direction
générale du CHU a définir et a respecter une Politique qualité. L'organisation de la qualité

dans le pdle suit un mode pyramidal (figure 1 ci-dessous).

Direction
COPIL Qualité de la Qualité
du CHU
Dr C. Giverne, RQ M. H. Leteurtre, Directeur
Dr S.Baent-Desurmont, RQ adjoint
Mme B. Dutot, RQ adjoint

Commission Qualité COPIL Qualité élargi
Responsables Qualité COPIL Qualité
(GEDI, Ref: 1411) Cellule qualité

Pilotes de processus du péle Cadres supérieurs
(GEDI, Ref: 2111)

Cellule qualité: COPIL, E. Dehedin-Dubus, L. Lefevre, C. Querrec
Pilotage processus : Pilotes de processus du pdle (GEDI, Ref: 2111)

Responsables qualité des structures internes (GEDI, Ref: 1411)
Pilotes de processus des structures internes
2144 (Bactériologie), 2073 (Biochimie), 4671 (Biologie de la Reproduction), 6616
(Cytogeénétique), 3103 (Génétique), 15952 (Hématologie), 1041(Hygiéne hospitaliére)
1905 (Immunologie), 12440 (Neurophysiologie), 2008 (Parasitologie), 2024
(Pharmacoelogie-Toxicolegie), 8721 (Physiologie digestive, urinaire, respiratoire et
sportive), 787 (Virologie)

Ensemble du personnel du Péle de Biologie Clinique

Figure 1 : Organigramme Qualité du PGle de Biologie Clinique du CHU-HG6pitaux de Rouen

Un systeme de management de la qualité (SMQ) a été instauré et s'applique a I'ensemble

des activités du Pdle, a I'exception de la Pharmacovigilance. Ce SMQ se conforme aux



normes et référentiels suivants : NF EN ISO 15189 et NF EN ISO 22870 pour les activités
d’analyses de biologie médicale ; la norme NF EN ISO/CEI 17025 pour la recherche et le
dénombrement des Iégionelles ainsi que le dosage des endotoxines ; la norme NF EN ISO
9001 pour les activités relevant de la physiologie digestive, urinaire, respiratoire et sportive ;
et enfin le manuel de certification HAS applicable & 'ensemble du CHU-h6pitaux de Rouen.
Le SMQ suit une approche par processus et s'appuie sur une logique d’amélioration
continue reposant sur le principe du PDCA (Plan, Do, Check, Act). Une Revue de Direction
est organisée annuellement: les indicateurs qualité y sont analysés et de nouveaux axes

d’amélioration définis.

L’accréditation a été obtenue a hauteur de 50% des examens de biologie médicale, sur les

trois familles :

-Famille « Biochimie-Génétique » : sous-familles Biochimie générale et spécialisée et

Pharmacologie-Toxicologie ;

-Famille « Hématologie-Immunologie-Biologie de la Reproduction»: sous-familles

Hématocytologie et Hémostase ;
-Famille « Microbiologie » : sous-famille sérologie infectieuse.

Un dossier de demande d'extension a été déposé en avril 2016 et une visite par les

évaluateurs COFRAC est prévue début octobre 2016.
Les analyses accréditées et les extensions demandées sont répertoriées en annexe 2.
1.2  L'Unité de Parasitologie-Mycologie

Au sein de l'lnstitut de Biologie Clinique, le service de Microbiologie est divisé en quatre

unités : bactériologie, virologie, parasitologie-mycologie et hygiene hospitaliere.

Le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU Charles Nicolle de Rouen assure les
analyses de parasitologie et de mycologie médicales, sous la responsabilité du Pr Loic
Favennec. Son équipe est constituée de 4 biologistes, 5 techniciens, 2 a 3 internes ainsi
gu'un externe de pharmacie (cf. annexe 3 : Organigramme de I'Unité de Parasitologie).Ce

laboratoire est subdivisé en trois sous-unités :

-le secteur de mycologie médicale, chargé de détecter les champignons dans les
prélévements biologiques (examen direct microscopique, culture, identification fongique et

antifongigramme si nécessaire ; biologie moléculaire)

-le secteur de parasitologie, chargé de la recherche microscopique de parasites



-le secteur d'immunologie, qui recherche des marqueurs immunologiques parasitaires et

fongiques (recherche d’antigénes et sérologies).
2  Présentation du projet

2.1 Intéréts et objectifs

Le mémoire traite de la validation de méthode de I'examen direct en mycologie. Au CHU
Charles Nicolle, 'examen direct mycologique est réalisé selon une technique particuliére
utilisant une solution d’Uvibio diluée au 1/100°™. Les objectifs de ce travail sont de deux

ordres :

-Analytique : la validation technique démontrera les performances de I'Uvibio dilué au
1/100°™ pour la réalisation de I'examen direct mycologique. Cette utilisation de I'Uvibio ne
figure pas parmi les indications du fournisseur. Cette validation technique permettra

d’assurer la fiabilité des résultats rendus aux cliniciens.

-« Qualité » : I'objectif final est de constituer un dossier de validation de méthode « SH

FORM 43 » qui pourra étre soumis au COFRAC dans la démarche d’accréditation de 2018.
2.2  Calendrier du projet

La méthodologie adoptée pour ce projet s’appuie sur le principe du PDCA (Plan, Do, Check,

Act) ou roue de Deming représentée ci-dessous.

AMELIORATION CONTINUE

gl -

(Ptan) (Do)
i Faire

C
(Check)

Vérifier

LA ROUE DE DEMING

Figure 2 : Roue de Deming ou principe du PDCA (Plan, Do, Check, Act)




La réalisation du projet s’est faite en plusieurs étapes, selon le calendrier suivant :

Etape 1 Etat des lieux

Plan
Etape 2 Analyse de risques
Etape 3 Rédaction du MO et mise en

place de CIQ Do
Etape 4 Validation technique
Etape 5 Recueil des résultats Check
Etape 6 Interprétation et rédaction du Act
c
dossier de validation de méthode

3 Matériels et méthode

3.1 Détermination de la portée d’accréditation

L'examen direct en mycologie est réalisé selon une technique développée au CHU Charles
Nicolle, qui utilise une solution d’Uvibio diluée au 1/100°™. Cette utilisation de I'Uvibio ne fait
pas partie des indications du fournisseur, qui préconise son usage pour la recherche des
microsporidies dans les selles. Selon le SH-GTA-04, « les laboratoires peuvent employer
des méthodes adaptées ou développées en interne (portée flexible étendue B). » Le modéle

choisi est donc celui d'une validation de méthode qualitative en portée B.
3.2 Etatdes lieux

Les besoins en matériel et réactifs ont été évalués lors de I'état des lieux. Une check-list a
été établie et figure dans le tableau ci-dessous. La fiche de vie du microscope a fluorescence
est disponible sur le logiciel SAPANET, qui sert également de logiciel de gestion de stocks et

de commandes.

Produit Fournisseur Référence
Uvibio LDBIO Diagnostics REF B 200
PBS Biomeérieux REF 75511
Lames a bords rodés Thermo Scientific LR90D
Lamelles Thermo Scientific LC02020
Sterile Pasteur Pipettes OXOID 137138
Microscope a fluorescence LEITZ Laborlux S

Figure 3 : Check-list des besoins en matériel et réactifs




Les moyens « humains » ont également été évalués lors de I'état des lieux. La fiabilité du
résultat d'un examen direct en mycologie tient a la compétence des opérateurs. L’habilitation
des techniciens au poste de mycologie passe par la lecture de 200 lames sous le contrdle
d’un tuteur. Quatre techniciens sont habilités & rendre les examens directs en mycologie ; un

cinquieme a dernierement été habilité selon les mémes criteres.
3.3  Analyse de risques

Une analyse de risques a été effectuée selon la méthode des 5M (Matiere, Matériel, Main
d’'ceuvre, Milieu et Méthode) en amont de la validation technique. Elle permet d’identifier
'ensemble des risques a maitriser pour répondre aux exigences du COFRAC. Une
approche par sous-processus a été choisie : des criteres communs a I'ensemble des sous-
processus sont définis, auxquels viennent s’ajouter des criteres spécifiques a chaque sous-
processus. Les facteurs susceptibles d'influencer le résultat ont été répertoriés dans les

tableaux ci-dessous :

Echelle de cotation de la maitrise des risques
Evaluation de la fréquence : Sunenue des évenements indésirables (NC) pour chaque point critique identifié

_ 1/2 fois par an 1
F2 1 fois par trimestre 2
F3 1/2 fois par mois 3
F4 1-3 fois par semaine 4
_ 1/x fois par jour 5
Evaluation de la gravité : Impact sur la prise en charge du patient, sur le diagnostic ou le traitement médical
_ Sans conséquence visible 1
G2 Conséquence visible mais faible 2
G3 Conséquence grave mais réwersible 3
G4 Conséquence grave et irréversible 4
_ Conséquence extremement grave 5
Evaluation de la détectabilité : Possibilité d'éviter un risque ou d'en diminuer les effets
_ Détectable automatiquement 1
D2 Facilement détectable 2
D3 Détection non spontanée 3
D4 Difficilement détectable 4
_ Indétectable 5
Efficacité des actions de maitrise mises en ceuvre par le laboratoire
_ Actions de maitrise efficaces et utilisées par tous 0,5
M2 Actions de maitrise efficaces et utilisées par une ou plusieurs personnes 0,7
M3 Actions de maitrise partiellement efficaces et utilisées par tous 0,8
M4 Actions de maitrise partiellement efficaces et utilisées par une ou plusieurs personnes 0,9
_ Absence d'actions de maitrise ou actions inefficaces 1
Criticité calculée : FXGXDXMV
_ Non Critique [1:24]
c2 Criticité avec un impact faible sur la prise en charge du patient [25;49]
C3 Criticité avec un impact modéré sur la prise en charge du patient [50;74]
Cc4 Criticité un avec impact important sur la prise en charge du patient [75;99]
_ Criticité avec impact vitale sur la prise en charge du patient [100;125]
Priorisation des délais de mise en ceuvre du plan d'action
Ne demande pas d'action corrective dans I'immédiat mais peut faire I'objet d'actions préventive [1;24]
P4 Ne demande pas d'action dans I'immédiat mais peut faire I'objet d'actions corrective [25;49]
P3 Plan d'action a établir et a engager dans les 12 mois [50;74]
P2 Plan d'action a établir et & engager dans les 6 mois [75;99]
Plan d'action a établir et a engager dans les 3 mois [100;125]
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examen

Fomaton - habilation des techniciens en mycologie Gedi 17128

Interérences

Résultats incohérens en lien avec [échanlon
(émolyse, lactescence, viscosité)

Non respect des condiions d'acheminement

Fomnation etinformaton des préleveurs |
Contdle & réception de I'aspect du sénm

Formation et information des préleveurs/Habilitation des

Catalogue des examens de biologie médicale du CHU de Rouen Gedi 11172 [Fiche d'Analyse et d'Aide au Prélévement spécifique de chaque nature

préleveurs | Gesion des tempéraures cchanilon (ceres daccepabiié ds échanilons) Modaliés pour des prescrpions dexamens biologiques . Gedi 4065 Qualfcaon | 05
des échanlons (empératue, hygiéne) 1 Suvides non coformités! des enceintes de tansportdu CRE / Suivi des températures
Conditions de conservation des
échantllons (T°, .)
Non respectdes condios de consenaton Gesion de la empératre anbiane | Gestondes | Fomaion des techniciens de aboraoit et des aides techiques de lboraoe | Qualfcaion des enceines lmaiques/Sui des empérates des
des échanilons avant anayse (empéraure, empérates de consenvaion Neinien d finiégité | cnceines de stockage des échantlons  Suide a tempéraure et des condiions ambianes | Procécure Enveten des maérels et équiemerts Gedi | 07
ygiene) des échanilons avananayse 1107/ Respectdes consignes ourisseur, socéés savanes, procédues ou modes opéraoies (3ré) analytues)
Egences enviomeneriles pourle | Condfons ambiantes susceptbls dinfuer su Conlors envionmemencies (gues etou Fomaion et habiliaion du personel d laboate | rocédure Entetien des matérils et éqpements GEDI 1107] Suii des empératres 07

matériel ou fopérateur

Ia qualié des résulass

dynamiques dars le temps)

315




Vericadon initale et aprés modificatons paramétage Ged 16641 et 10489 / Suivi bon fonctonnement par éalisation dossiers tests / Sauvegarde des

effcuées

10

Informatique Ulisaton d'un logiciel (SIL) non matisé 2 Paramétiage, comexions, archivage des données,... | données / Maintenance | Fiche de vie du logiciel (SAPANET) / Procédure de vériication du fonciomementd'un logiciel Gedi 16546 / Conrat DR Gedi | 09
8464
E
i
Chambre foide
Mauvaise consenvafon des échanllons - . .
(absence de culture ou proliératon de 1 Metm\egledesencelnle§ (caogagie s s Marquage CE /Suvi (carographie)des enceintes 05
fempératures)
contaminanis)
Réfigérateurs
. . Meétologie des enceintes (cartographie et sivi des
consevaton fon esectdes mswcuuM ”f““””a"' s 1 températures) (chambre foide ; réfigérateur ; Suii (cartographie)des enceintes  Suivi de la température et des condifons ambiantes 05
dustockage des réacts )
congélateu)
Récepton de réactis elde’ consommables 1 Cnrmn\esarecepnuru/ﬁespecldes conditons de Procéd degoson des et e consmable G 1175 05
endommagés stockage défies par le fabricant
g des sock
2 Rupture de stock 1 Geston des stocks Utiisafon d'un logiiel de geston des stock SAPANET permetiant un déstockage en temps réel 07
g
Mode opératoire de 'ulisaton et de la fabrcaton des milleux de culture en mycologie médicale Gedi 16526 Tests de pousse ettests de stérié/
Réactfs "maison” lot de fabricaton défectueux 1 Contdle de Contamination/ perfomance/ consenvaton | Evaluaton de la durée de consenvaion Efquetage avec n° de lot et date de pérempton/ Envegistiement via le ogiciel sapanet Fiche d'habiliation des | 07
extemes dans le secteur de parasitologie-mycologie Gedi 1654
Prlrement pardupesome ron qudlfé Procédure instiudonnelle "entfication adminisvaive du patent’ Ged 7644 / *Uslisaton du bracelet d'idenication" Ged 8635 / Diférents protocoles de
Compétence du préleveur /Pré\évemenlpmnconmbun‘f 2 Fomaton et informaton de I'ensemble des préleveurs | prélévements insttutonnels : Gedi 1161, Gedi 10205, Gedi 11359, Gedi 15584, Ged 6868, Gedi 1372/ Contat de collaboraion Pdle de Biologie/Directon | 05
des soins Gedi 7397 Fiche de formaton et d'hebiliaton aux prélévements Gedi 12881
8
kS
c
K
2 Eneur de saisie des andlyses &
Compétence lors de [a récepton et de | lenvegistement/ mauvaise conservaion des Fomnafon et informaton de ['ensemble des persomnels (Procédure d'udisaton du SIL DxLab Gedi 1104 /Grile o'habilitaton des techniciens de mycologie Gedi 17128IMicrobiologie : habiliaion du pré-analytique
N i - 2 " ! 05
Ienvegistement de la demande prélévements | Caractére d'urgence non susceptbles d'enregister les demandes d'examens Gedi 12185
détecté
" -
g Conditon de stockage des récipients | - Détérioraton de la qualé des récipients 1 Smckagedanslesc(nargi”\cn:::preconlseespar\e Documens foumisseurs 05
H
Pm\evgmem eﬂgm parduperome n'u " [Formaion et évaluaton des compétences du personnel,{  Contrat de colldboraton Ple de Biologie/Direcion des soins Gedi 7397  Fiche de formation habilation aux prélévements Gedi 1288L/Procédure de
] qualfé, Récepton envegistement et pré- X . . . L .
o o ) . plan de fomation recruiement Gedi 7602 /Dossier du personnel  Livietd'accuel des nouveau amivants / Procédures polaires formaton, évaluaton, hahiltadon PNM gedi
£ PrélévementEnvegistement taitement des demandes dexamens pardu | 1 . . o . . . . 05
g ersomel non qualfé pour s tiches Disponibiité du personnel pour assurer le respect de la 10120 et PM Gedi 12665  Grilie d'habiltaton des techniciens de mycologie Gedi 17128/Microbiologie : habiltadon du pré-analyique Gedi
" qalep procédure 12185/Procédures [ Fiches de mainten de Iabilitaion & un poste e ravall | Planning de formaton / Plan de formation / Conrat DRH Gedi 8308



Maitrise de risques analytique

Maitrise des risques analytiques

5M

Matiére

Milieu

Materiel

glg3 o R
Points critiques Risques El H g 8 Eléments a maftriser Moyens de maitrise 2 g g
0|(|e 0 €T |6
I 0
o8 s
Commun & l'ensemble des sous processus
Fiche d'habilitation des techniciens au poste de mycologie Gedi 17128 /Fiche
Habiltation et formation du d'habilitation des internes dans le service de parasitologie-mycologie Gedi15203/Fiche
CiQ 1(4]1 crsomellMateriau de éférence d'habilitation des biologistes Gedi 15347/Procédure de gestion des CIQ etdes EEQen| 0,5
p mycologie Gedi 16854/Suivi des CIQ en mycologie Gedi 1932312 Souche ATCC +1
souche provenant d'un organisme d'EEQ (UKNEQAS).
Mawaise évaluation des |
performances analytiques Fiche d'habilitation des techniciens au poste de mycologie Gedi 17128 /Fiche
d'habilitation des internes dans le senvice de parasitologie-mycologie Gedi15203/Fiche
£EQ 2lal1 Habiltation et formation du personnel  |d'habilitation des biologistes Gedi 15347/Procédure de gestion des CIQ et des EEQ en 05
Choix de lorganisme d'EEQ mycologie Gedi 16854/Suivi des EEQ en mycologie Gedi 19322/choix des organismes|
d'EEQ: SHINF 19/2 organismes d'EEQ : UKNEQAS (X echantillons/an); Biologie
prospective (X échantilons/an)
Sous-processus 2 : examen direct
Fiche de poste : technicien en mycologie Gedi 17051/Fiche de poste des intemes dans
le senice de parasitologie-mycologie Gedi 15203/ Fiche d'habilitation des techniciens
deniie Discordance didentité : échantillon 1lal3 Formation et information du au poste de mycologie Gedi 17128 [Fiche d'habilitation des internes dans le senvice de 05
primaire/numéro de lame personnel/Mode opératoire parasitologie-mycologie Gedi15203/Fiche d'habilitation des biologistes Gedi ’
15347 érification de la concordance du résultat de l'examen direct avec la
cultureMode opératoire de l'examen direct en mycologie médicale
Fiche de poste : technicien en mycologie Gedi 17051/Fiche de poste des intemes dans
Résulat eoné si alération de le senice de parasitologie-mycologie Gedi 15203/ Fiche d'habilitation des techniciens
Qualité de échantilon primaire e 2|1 Formation et information du personnel  |au poste de mycologie Gedi 17128 [Fiche d'habilitation des intemes dans le service de | 05
[échantillon primaire ; i PR 3
parasitologie-mycologie Gedi15203/ Mode opératoire de l'examen direct en mycologie
Gedi
commun a l'ensemble des sous-processus
Nonrespect des conditions de
. cor}sewatlgn . Geston de a températue ambiant / Formation des techniciens de laboratoire /Habilitation des techniciens de laboratoire /
" ‘ des échantillons primaires et Gestion de la température des enceintes Iy . ) .
Conditions de conservation des : Suivi des températures des enceintes thermostatées /
. o secondaires 1(3(2 thermostatées / ) 3 o ) s 07
échantilons (T°, ..) . " Suivi de la température et des conditions ambiantes / fiches d'aide aux prélévement
pendant [analyse Maintien de lintégrité de [échantillon our chaaue échantilon biokaiate
(température, abri de la lumiere, pendant lanalyse P a e
hygiene et sécurité, ...
Contrat DSEL Gedi 8305/ Tests réalisés par les fabricants (fiches de stress) / Suivi de
Non respect des instructions du Gestion de la température pendant le la température pendant le transport/ Suivi des enceintes (cartographie) / Suivi de la
fabricant lors de I'acheminement des | 1|42 transport/ Gestion de la température de température et des conditions ambiantes / Essais a réception (certificats des 05
Condiions de consenvation et réactifs etlou de leur stockage stockage/ Maintien de lintégrité des réactifs| fournisseurs) / Passage des CIQ (Pro(c;e([iiyrleegz fesuon des CIQ et EEQ enmycologie
duilisation des réacts (T,.. edi 16854)
" Suivi de la température et des conditions ambiantes / Notices fournisseurs (veille) /
Nonrespect des conditions Gestion de la température ambiante / P .
b P 412 Modes opératoires analytiques / Passage des CIQ (Procédure de Gestiondes CIQet | 0,5
d'utiisation des réactifs Mattrise des zones techniques ) /
EEQ enmycologie Gedi 16854)
Seauie p|olqg|que @ m§ﬁr|se dela F:Qntam\nanon d i prglewmen} Procédure génerale d'hygiene et sécurité aulaboratoire Gedi 14281/PSM / Entretien
contamination des prélévements | précieux / contamination a partir d'n [ 143 Hygiéne des localx 07
précieux prélévement
Panne électrique mpossiité de vavailer/ Pae des 1(5|1 Coupure électrique contrat DTST 05
instruments
commun a ensemble des sous-processus
Choix du matériel/Suivi des
contamination 1(5|3 recommandations du fabricant Formation Marquage CE/Matériel a usage unique 05
Pefit matériel : anses, pipettes... du persomnel
rupture de stock 113(3 réapprovisionnement Gestion des stocks / Possibilité de dépannage par le senvice de bactériologie 05
PSM Contamlnatlo'n\du personmel et du 1(3]3 maintenance/entretien des PSM Gestion des PSM/ Contrat de maintenance avec les fournisseurs 0.7
prélevement
Sous-processus 2 : examen direct
Lames/huile @ immersion Résuttat erroné / contamination | 1 Choix du matériel /Formation du personnel Marquage CE 05
UVIBIO Résultat erroné / contamination | 1 Formation et information du personnel Marquage CE 05
) N Défaillance du microscope / Résutat Entretien/Panne/ Formation et information | Procédure technique de maintenance du microscope a fluorescence leitz larboriux Gedi
Microscope a fluorescence 1 05

erroné ou différé

du personnel

14571/Biomedicalfiiche de vie sur le logiciel Sapanet
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Méthode

Main d'oceuvre (Personnel)

commun a lensemble des sous-processus

Surveillance des dérives

Utilisation d'un équipement critique )

non conforme

Périodicité des maintenances
Maftrise des équipements
(suivi métrologique, raccordement...

Respect du programme de surveillance programmée (SAPANET) défini selonles
recommandations du fournisseur/
Réalisation et enregistrement des maintenances quotidiennes / Suivi des CIQ et EEQ
+/-long terme /
Raccordement métrologique des équipements critiques et tracabilité (SAPANET)/
Procédure générale de métrologie Gedi 1642 / Procédures dégradées

Contamination

Production d'un résultat erroné

—

Respect des conditions opératoires du

Respect du programme de surveillance programmée (SAPANET) défini selonles
recommandations du fournisseur/
Réalisation et enregistrement des maintenances quotidiennes / Suivi des CIQ/
Maintenance spécifique et ponctuelle en cas de contamination massive ou connue /

fourisseur Contrdles microbiologiques des surfaces etlou de air/
Procédures d'entretien des locaux Gedi 1106 et d'entretien du matériel et des
équipements Gedi 1107
Vérificationinitiale et aprés modifications paramétrage Gedi 16641 et 10489 /
Utilisation d'unlogiciel (SIL, Parambtage, lomage, convesiors, Suivi bon fonctionnement par réalisation dossiers tests /
Informatique Middleware, logiciel embarqué) non | 1 archive;ge des donr;ées ' Sauvegarde des données / Maintenance / Fiche de vie du logiciel (SAPANET)/
maftrisé Procédure de vérification du fonctionnement d'un logiciel Gedi 16546 / Contrat DIR
Gedi 8464 Certificat de non rég
. . Suivi (cartographie)des enceintes / Suivi de la température et des conditions ambiantes
Non respect des instructions du ' .
. " fabricantlors du stockage des | 1 Ges“”f‘ d el ‘e,mp,”"?“,"e e §t0c!<age/ —— " ! ’
Conservation et conditions . Maitien de lintégrité des réactifs Essais a réception (certificats des fournisseurs) / Passage des CIQ /
d'utiisation réacts Notices fournisseurs (veille)
Non respect des conditions Gestion de la température ambiante / Suivi de la température et des conditions ambiantes / Notices founisseurs (veille) /
dutilisation des réactifs Maftrise des zones techniques Modes opératoires analytiques / Passage des CIQ
o - Condifons de siockage et uisatondes Cartographie des enceintes de stockagg | Suivi de la température et des conditions
Utiisation de réactifs et o ambiantes /
consommables endommagés Féacfs et consommables Notices fourisseurs (veille) / Modes opératoires analytiques /
Gestion des stocks Passage des CIQ
Réactifs périmés 1 Suivi des dates de péremption Logiciel de gestion des stocks SAPANET
Absence [iir:;ﬂ;:r oublice 1 Gestion des stocks Formation du personnell logiciel de gestion des stocks et des commandes SAPANET
Reconsiion es réacifs, éalors, Nqnjystesse ({u vq\ume (_1& Métrologie des pi/pette.s Vérification des pipettes & fréquence définie (L an pour les pipettes critques) Gedi
contdles reconstitution des reactlfs,_ calibrants,| 2 Respectdu modg operatm re de 15723/ _
contrbles de qualité reconstitution Passage des CIQ (Procédure de Gestion des CIQ)

Sous-processus 2 ; examen direct

Utilisation du microscope &
fluorescence

Détérioration dumicroscope ‘ 1 ‘ 3 ‘ 1 I

Nettoyage / changement d'ampoules /
métrologie / Formation du personnel

Suivi métrologique / maintenance préventive (fiche GEDI14571)/ Formation et
habiltation des techniciens de laboratoire et aides techniques de laboratoire

commun a 'ensemble des sous-proce

2SSUS

Procédure de recrutement Gedi 7602 /Dossier du personnel / Livret d'accueil des
nouveaux armivants Gedi 19325/
Procédures polaires formation, évaluation, habilitation PNM Gedi 10120 et PM Gedi
12665/
Gestion des plannings et des affectations /
Fiche de poste : technicien en mycologie Gedi 17051/Fiche de poste des internes dans
le senice de parasitologie-mycologie Gedi 15203/
Fiche d'habilitation des techniciens au poste de mycologie Gedi 17128/
Fiche d'habilitation des internes dans le service de parasitologie-mycologie
Gedi15203/

Fiche d'habilitation des biologistes Gedi 15347/ Planning de formation / Plan de

formation / Conirat DRH Gedi 8308

Formation et évaluation
o des compétences du personnel /
" - Réalisation des examens par du ’
Compétence et maintien de o Plan de formation
] personnel non qualifié pourles | 1 I
compétence du personnel " X Disponibilité cu personnel pour assurer
taches effectuées ,
le respect de la procédure
- Pas didentification des différents I .
Tracabilité 2 [dentfication de lopérateur

opérateurs

Formation etinformation du personnel / Mise & disposition de profils personnels sur

chaque logiciel

Sous-processus 2 : examen direct

Connaissance dumode opératoire

Technique réalisée de maniére non
conforme

‘ 1 ‘ 5 ‘ 1 I Disponibilité du mode opératoire

Mode opératoire de examen direct en mycologie (GEDI)
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Maitrise de risques post-analytique

Matrise des risques post-analytique

]
o g g
o = T \
A . S — " 3| %
5M | Points critiques Risques 2138 § Eléments & maftriser Moyens de matrise o |E
2
Identté Identité erronée 413 Formation etinformation du personnel  {Péle de biologie clinique : validation et ciffusion des résultats d'examens Gedi 10687/ SignalementdEIAS| 0,7 |252
Impossibilté de réaliser une
. p ) ) Connaissance des condifons de Procédure technique spécifique de chague échantilon précisantla durée de consenvation des récipient
Consenvation des Tubes \érificaion postanalytique du tube de| 1 | 2 | 2 ) - 05
© " o consenvation des tubes primaires
5 prélevement (identité natureltype)
2
s
. _ |Perte de souches pour exploitaion » . Maode opératoire de congélaion des champignons Gedi 16007/ Modalités de consenvation des milieux de
Conservation des souchesapés | T DElai etmode de consenvation des souches A " —_— o
i ultérieure/impossibilité de vérificaon| 1 | 5 | 1 s cultures aprés analyse décriest dans la procedure opératoire spécifique de chanque échantillon (fiches | 0,7
» lors dea validation biologique % Gedi)
Conditions de consenation des "
- . Non respect des conditons de ) . . " . . .
milieux de culture positfs aprés consenion 21401 Gestion de la température ambiante Suii de la température dans la piéce 03 A010 (sonde d'ambiance) 05
analyse
) ) Formation des techniciens de laboratoire et des aides technigues de laboratoire /cartographie des
" Mauvaise consenvation post- ) ) L - ) o ) . - .
Réfrigérateurs e il 201 Gestion de la température réfrigérateurs [Suivi des températures des réfrigérateurs [Fiche de vie surle logiciel Sapanet / Procédure | 05
‘ Entretien des matériels et équipements Gedi 1107imarquage CE
7 \rification inifiale et aprés modifications paramérage Gedi 16641 et 10489/ Suivi du bon
& o . ) , fonctionnement par réalisation e dossiers tests / Réunion GTP! (Groupe Technique Paramétage
= Pannelutlisation dun équipement Paramétrage, connexions, archivage des ) ) ) ! ) . )
o (SL ' 413 ) Informatique) /Sauvegarde des données / Maintenance  Fiche de vie dulogiciel (SAPANET) /Procédure | 08
g non conforme : Biocare données,... Lo ) o )
2 de vérification cu fonctionnement d'un logiciel Gedi XXXXXXXXXXXXX/ Contrat DIR Gedi 8464 /Mode
R
3 dégrade sans SIL et sans Middleware automate connectés MPL Gedi 13569 /SAV Médasys
g
g Pannelutiisation dun équipement Paramé jons, archi '
2 o anneuiisation dun équipemen TNE arartletrage,conncexmns,arc jvage des Conta DR G 464 08
non conforme : CDP2 données
Formation des techniciens de laboratoire et des aides technigues de laboratoire / cartographie des
Congélateur Consenvation des souches congelées| 2 | 4 | 1 Température réfrigérateurs /Suivi des températures des réfrigérateurs IFiche de vie surle logiciel Sapanet / Procédure | 05
Entretien des matériels et équipements Gedi 1107imarquage CE
) ) Fiche dhabilitaion des biolagistes (secteur mycologie) Gedi 15347/ Fiche dhabiliation desinternes dans
o i Cohérence des résultats avec L L . . .
Iterprétation des résultats fensembedu dosse bioboidue 5 |5 |50 |Validaon biologique |e secteur de parasitologie-mycologie Gedi 15203/ Maintien de habilitation du personnel médical en 07 |3
§ " parasitologie-mycologie Gedi 18990/Plan de formation /Habiltations des biologistes/ Bibliographie
L
g
2 - ) Absence de ransmission des . ) Pole de biologie clinique : validaton et diffusion des résulats d'examen Gedi 10687/ Laborataire de
Transmission des résultats i 2[5 |5 |50 Modededifusion des résultats o . o o o , ) 05 |25
résultats parasitologie-mycologie : procédure générale de diffusion et validation des résultats Gedi 19247
Livret d'accueil des nouveaux arivants / Procédures polaires formation, évaluation, habilitation PM Gedi
T | Validation des résulats des examens 12665 [Fiche dhabilitaion des biologistes (secteur mycologie) Gedi 153471 Fiche dhabiltation des
Validation biologigue : compétence | y o , ) L o »
etmainien de compénce du de biologie par du personnel médical 5| Formation et évaluation des compétences  (intermes dans le secteur de parasitologie-mycologie Gedi 15203/ Maintien de fhabilitaon du personnel 05
ol P non qualiié pour les taches du personnel/Plan de formation médical en parasitologie-mycologie Gedi 18990/Plan de formation / Procédure de validation biologiqueet|
P effectuées de diffusion des examens Gedi 10687/liste des examens etvaleurs critiques a téléphoner Gedi
Consenvation/archivage : ) ) ) - - o ” - o
, ) g Mauvaise consenvation etou mauvais ) Grille dhabilitation du technicien de mycologie Gedi 17128/ Maintient de Ihabilitation en mycologie Ged
compétence et maintien de ) IR Formation du personnel 05
) archivage 1729
compétence du personnel
Destination des comptes-tendus
Diffusion des résultats Résultats mal diffusés 111 saCOPD P Procédure de validation et diffusion des résultats d'examen Gedi 10687/tests CDP2 05
) . (Gestion de consenvation des o , Procédure darchivage : procédure de gestion des documents et e finformation Ged 6875 IContrat DSI/
Archivage des prescripions iy 3|2 |5 |30 [Sauegarde etlisinilté des données ) g P ! 07
prescripions Consenvation des feulles de demande pendantun an
) ) ) ) ) o i Procédure darchivage : procédure de gestion des documents et de finformation Gedi 6875 [Contrat DSI/
Archivage des résultats Gestion de consenvation desrésultats| 1 | 5 | 3 Sauvegarde et lisibilité des données 05

Consenvation desdonnées SIL : MOLISIConsenvation des feuilles de ravail pendant 18 mais
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3.4 Reédaction du mode opératoire
Le mode opératoire de lI'examen direct en mycologie (cf.Annexe 4) a été rédigé en

collaboration avec la technicienne référente de mycologie puis approuvé par le responsable
du service. Il a été inclus dans le systéme de gestion documentaire du laboratoire GEDI de
maniére a étre accessible a I'ensemble du personnel du laboratoire. Ce document sera

révisé dans un délai maximum de 2 ans.
3.5 Création d’'un CIQ

Un CIQ ou contrble interne de qualité a été mis en place a partir de la souche ATCC
90028 Candida albicans.

e Intérét du CIQ
Le CIQ a été mis en place dans 2 buts :

-analytique : la lecture d’'un examen direct mycologique peut étre entravée par des aléas
techniques difficilement détectables (lampe du microscope a fluorescence défectueuse, ...).
Le passage d’'un CIQ en début de série permet de contrdler les conditions opératoires et de
valider techniquement la lecture de la série de lames. Au cours de la validation de méthode,
une opératrice a été confrontée a une diminution de l'intensité de fluorescence imputable a
un défaut de la lampe ; en I'absence de CIQ, tous les examens directs de la série auraient

été rendus négatifs, retardant la prise en charge du patient dans le cas de « faux négatifs » ;

-qualité : linstauration d'un CIQ permet de garantir la fiabilité des résultats rendus et

participe au maintien des compétences.
e Modalités techniques
Le passage du CIQ a été défini selon les modalités suivantes :

-Fabrication du CIQ : le CIQ sera fabriqué a partir du repiquage sur gélose Can2 de la
souche ATCC 90028 Candida albicans. La validation techniqgue démontrant la stabilité des
réactifs sur 1 mois, les aliquotes seront fabriqués par série de 30 puis congelés. Le CIQ sera
fabriqué en préparant une suspension a 0.5 MacFarland aliquotée et congelée. A chaque
série, la suspension sera décongelée puis diluée au 1/10°™ (100 uL de suspension dans 900
ML de Nacl 0.9%) ; la suspension diluée sera ensuite mise en contact volume a volume avec
'Uvibio puis 1 pL de cette suspension sera déposée dans une cellule de Kova. Ces étapes
sont répertoriées dans le mode opératoire en acces libre a tous les opérateurs dans le

systeme documentaire.

-Fréquence du CIQ et validation: le CIQ sera passé quotidiennement, & chaque série de

lecture d’examens directs, et sera lu en premier. Le CIQ sera validé si I'opérateur dénombre
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10 levures au minimum sur la cellule de Kova. En cas de CIQ invalide, un autre CIQ sera
déposé avant de débuter la lecture. Sile CIQ est invalide 2x de suite, il faudra rechercher la
cause de l'invalidité (erreur de fabrication du CIQ, mauvaise conservation des aliquotes,

lampe du microscope a fluorescence défectueuse, ...).

4 Validation technique

La validation technique a été réalisée avec la souche ATCC 90028 Candida albicans.

Comme le préconise le SH GTA 04 pour une portée B, I'ensemble des criteres de qualité
susceptibles de démontrer la maitrise de la méthode ont été étudiés, a savoir : la répétabilite,
la reproductibilité intra-laboratoire ou fidélité intermédiaire, la stabilité des réactifs, la limite de
détection, la sensibilité et la spécificité analytiques, la robustesse et la comparaison de
méthodes (cf. Annexe 5: Tableau résumé des performances a évaluer lors d'une

vérification/validation de méthode quantitative ou qualitative).

4.1 Reépétabilité
La répétabilité a été testée en comptant 30 fois le nombre de levures présentes dans des
puits de cellule de Kova. Dans chaque puits, 1 pL d’une suspension de la souche ATCC
90028 Candida albicans (suspension & 0.5 McFarland diluée au 1/10°™ mise en présence
volume & volume d’une solution d’Uvibio diluée au 1/100°™) a été déposé : I'opérateur a
alors compté le nombre de levures présentes sur 10 champs. L’'opération a été répétée 30

fois.

Figure 4 : Tests de Répétabilité

N=1 N=2 N=3 N=4 N=5 N=6 N=7 N=8 N=9 | N=10 | N=11 | N=12 | N=13 | N=14 | N=15

57 58 59 51 54 54 59 60 55 57 58 56 52 53 56

N=16 | N=17 | N=18 | N=19 | N=20 | N=21 | N=22 | N=23 | N=24 | N=25 | N=26 | N=27 | N=28 | N=29 | N=30

51 60 55 58 57 57 52 55 56 54 61 56 58 60 57
Parameétres Moyenne Ecart-type Variance CV (%)
Résultats
statistiques 56,2 2,73420227 7,47586207 4,8651286

Le CV obtenu montre la faible dispersion des valeurs ; aucun CV seuil n'a été défini par le

fournisseur ou les sociétés savantes. Cependant, le résultat est uniquement qualitatif et se
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résume a étre positif ou négatif. L'examen direct a été retrouvé positif dans 100% des cas.

La méthode est donc répétable.

4.2 Reproductibilité
La reproductibilité intra-laboratoire ou fidélité intermédiaire a été évaluée par 2 opérateurs

sur 30 jours.

x

La suspension de levures est identique a celle testée lors de la répétabilité. Elle a été

aliquotée et congelée pour la reproductibilité.

Figure 5 : Tests de Reproductibilité intra-laboratoire ou Fidélité intermédiaire

Jours J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 | J10 | J11 | J12 | J13 | J14 | Ji15
Opérateur

X 57 58 59 56 60 56 57 52 63 54 52 58 57 56 59
Opérateur

) 54 57 60 53 58 55 51 57 59 56 59 59 61 60 60

J16 | J17 | J18 | J19 | J20 | J21 | J22 | J23 | J24 | J25 | J26 | J27 | J28 | J29 | J30

Opérateur

L 60 57 56 60 59 60 62 64 56 55 59 60 54 57 59
Opérateur

) 57 61 58 56 55 58 58 57 55 57 55 57 66 58 60
Parameétres Moyenne Ecart-type Variance CV (%)

Résultats

statistiques 57,65 1,97462349 3,89913793 3,42519253

Le raisonnement est le méme que pour la répétabilité. Le CV montre la faible dispersion des
valeurs ; aucun CV seuil n'a été défini par le fournisseur ou les sociétés savantes.
Cependant, le résultat est uniqguement qualitatif et se résume a étre positif ou négatif.
L'examen direct a été retrouvé positif dans 100% des cas. La méthode est donc

reproductible.

Le CIQ mis en place correspond a la suspension testée lors des tests de reproductibilité et

sera conserveé sous la forme d’aliquotes 30 jours au congélateur.
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4.3 Contamination inter-échantillons
L'évaluation de la contamination inter-échantillons en méthode manuelle est non applicable

car chaque échantillon est lu individuellement. Le matériel utilisé étant stérile et a usage

unique, le risque de contaminations inter-échantillons est nul.

4.4 Stabilité des réactifs

La stabilité de I'Uvibio dilué au 1/100°™ a été testée sur 1 mois & partir d’aliquotes congelés.

-Réactif primaire : le réactif primaire a été utilisé selon les recommandations du fournisseur,

en se référant a la date de péremption.

-Réactif secondaire : la stabilité de I'Uvibio dilué au 1/100°™ a été testée sur 1 mois & partir
d’aliquotes congelés & -80°C. L’évaluation de la stabilité de I'Uvibio dilué au 1/100°™ a été
réalisée simultanément au test de reproductibilité : aucune altération du fluorochrome n’a été
notée par les opérateurs et la faible dispersion des valeurs montre [l'intégrité du réactif sur
toute la durée du test. La durée de conservation de I'Uvibio dilu¢ au 1/100°™ a été fixée a 1

mois.

4.5 Limite de détection

La limite de détection a été définie en étudiant une gamme de dilutions d’'une suspension de

la souche ATCC 90028 Candida albicans. Les résultats de I'étude figurent en annexe 6.

La limite de détection a été estimée a 18 spores/mm® et correspond a une culture de

Candida albicans a 10°.

4.6 Intervalle de référence (valeurs usuelles)
Il s’agit d’'une technigue qualitative réalisée sur des prélevements dans lesquels on ne

retrouve d'ordinaire pas de champignons.

La «valeur usuelle » correspond donc a un examen direct mycologique négatif. Tout

examen direct positif sera communiqué aux cliniciens.

4.7  Sensibilité / Spécificité analytiques
La sensibilité et la spécificité analytiques de la technique ont été évaluées a partir des
résultats d’examen direct et de culture de 215 échantillons. Ces 215 échantillons
correspondent a la totalité des échantillons de peau, cheveux ou ongles prélevés par le

laboratoire en 2015.

Les résultats sont répertoriés dans la figure 6 qui suit.
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ED + ED -
Culture + 69 34
Culture - 25 86

Figure 6 : Tableau récapitulatif des résultats d’examen direct (ED)
et de culture des prélevements réalisés en 2015 par le laboratoire.

Etude des ED+ avec culture - :

- 9 prélevements ont en fait une culture positive mais non répondue car non pathogene (par
exemple : aspergillus, penicillium...)

- 10 patients ont un autre prélévement positif le jour méme avec un dermatophyte (plusieurs
sites sont préleveés par l'interne) : défaut de la culture.

- 1 patient avait mis un vernis antifongique avant le prélevement ce qui explique la
négativation de la culture.

- 1 patient avait arrété son traitement antifongique local depuis seulement 1 semaine alors
gue les recommandations (REMIC 2015) recommandent un arrét d'au moins 15 jours avant
le prélévement.

Au total : 3 patients (4 prélévements) présentent un examen direct positif avec une culture
négative.

Etude des ED- avec culture + :

34 prélevements ont un examen direct négatif et une culture positive. Ces résultats

s’expliquent par un défaut de sensibilité de I'examen direct par rapport & la culture.

La sensibilité et la spécificité analytiques ont été calculées de la maniére suivante :
-Sensibilité : (69)/ (69+34) = 67%
-Spécificité : (86/ (86+4)= 95.5 %

4.8 Robustesse
e Effet de la congélation : la robustesse de la méthode a été évaluée en testant I'effet de la

congélation sur le nombre de levures présentes dans la suspension.

Le nombre de levures présentes dans la suspension a été estimé sur la suspension initiale
faite a partir du repiquage de la souche ATCC 90028 Candida albicans ; puis sur la méme
suspension congelée a -80°C pendant 1 semaine (cf. Annexe 7 : validation technique de la

robustesse).

Un test de Student a permis de comparer les moyennes obtenues avant et apres
congélation : Z = 1.85 < 1.96.
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Les 2 moyennes ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%.
La méthode est robuste par rapport a la congélation.

e Effet de I'opérateur : la robustesse de la méthode par rapport a I'opérateur a été testée

simultanément a la reproductibilité. 2 opérateurs ont dénombré les levures sur 30 jours.

Un test de Student a permis de comparer les moyennes obtenues avec I'opérateur 1 et
l'opérateur 2 : Z =0.23 < 1.96

Les 2 moyennes ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%.

La méthode est robuste par rapport & 'opérateur.

4.9 Comparaison de méthodes
La comparaison a été faite avec un kit commercial MYCETFLUO a base de calcofluor. Ce kit
utilise un réactif fluorescent permettant la mise en évidence d’'éléments fongiques lors de

'examen direct microscopique d’un prélévement.

Technique a I'Uvibio Mycetfluo
ED + 2 2
ED - 40 40

Figure 7 : Tableau récapitulatif de la comparaison de méthodes
Uvibio-Mycetfluo

100% des résultats sont concordants entre la technigue a I'Uvibio utilisée au laboratoire et la

technique commerciale Mycetfluo.
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5 Discussion et Conclusion

L’examen direct en mycologie repose sur une technique particuliere au laboratoire qui utilise
I'Uvibio, initialement destiné a la recherche de microsporidies dans les selles. Il s’agit d’'une
« technique adaptée » qui, comme le préconise le SH GTA 04, définit une portée B

d’'accréditation.

Ce mémoire a conduit a un travail en équipe avec les biologistes et les techniciens référents,
qui a permis de rédiger le mode opératoire et de définir 'ensemble des points critiques a
maitriser pour répondre aux exigences du COFRAC. Le projet a rencontré les difficultés
inhérentes au domaine de la microbiologie, qui s'intéresse au monde du vivant ; ce qui
suppose d’aborder I'accréditation differemment des autres disciplines de la biologie
médicale, telles que la biochimie. Comme le souligne le QUAMIC (Comité Qualité de la
Société Frangaise de Microbiologie), « il ressort que pour la microbiologie, [...] nhous ne
disposons que de méthodes qualitatives car les notions de justesse, d’intervalle de mesure
et d’incertitude, sont difficiles, voire impossibles, & déterminer en fonction d'un facteur
supplémentaire de variabilité qui n’'existe pas dans les autres disciplines: un micro-
organisme est vivant. En effet, ce dernier présente une variabilité multifactorielle imprévisible
(espéce, souche, état métabolique, nature de I'échantillon, traitement antibiotique, par
exemple. Il en résulte une incertitude sur le résultat dont I'estimation est en pratique
impossible. » Dans ce contexte, I'ensemble des critéres susceptibles de démontrer la
maitrise de la méthode ont été étudiés. La validation technique a démontré les performances
de la méthode, assurant ainsi la fiabilité des résultats rendus aux cliniciens et I'optimisation
de la prise en charge du patient. Elle a abouti a la rédaction du dossier de validation de
méthode SH FORM 43 qui pourra étre présenté aux évaluateurs COFRAC dans la démarche
d’accreéditation 2018.

Le projet a impligué des domaines trés divers tels que la gestion des commandes, la
métrologie, ... permettant une approche trés transversale de la biologie médicale a I'heure

actuelle.

Le service de mycologie s’est engagé a respecter la Politique qualité définie par le Pble de
Biologie et suit la logique d’amélioration continue du SMQ. A ce titre, plusieurs axes
d’amélioration ont été évoqués. Une révision du mode opératoire est prévue dans un délai
de 2 ans maximum afin d’actualiser le document et d’assurer la veille du systéeme de gestion
documentaire. L’habilitation et le maintien des compétences sont également au coeur de la
démarche qualité du laboratoire. L’habilitation initiale au poste de mycologie se déroule sous

la forme d’un tutorat, le tuteur étant un technicien référent apte a répondre aux interrogations
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du nouvel opérateur. Le maintien des compétences du personnel habilité repose sur la

lecture du CIQ qui garantit de facon pérenne la fiabilité des résultats rendus.

Dans la logique d’amélioration continue, l'inscription a un organisme d’EEQ (Evaluation
externe de la Qualité) a été envisagée de maniere a confronter nos résultats a d’autres
laboratoires. Cependant, aucun EEQ n’existe a I'neure actuelle pour I'examen direct en

mycologie.

Devant les bénéfices tirés de l'audit interne réalisé en mycologie en 2015, un autre audit

interne est prévu, dont la date va prochainement étre fixée.
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Annexe 1. Organigramme du Poéle de Biologie
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Annexe 2 : Liste des examens accrédités et des extensions

Examens accrédités

Domaine Famille Sous-famille Examen accrédité

Biologie médicale
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Examens accrédités (suitel)

Domaine Famille Sous-famille Examen accrédité

Biologie médicale
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Examens accrédités (suite 2)

Domaine Famille Sous-famille Examen accrédité

Biologie médicale
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Examens accrédités (suite 3)

Domaine Famille Sous-famille Examen accrédité

Biologie médicale
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Examens accrédités (suite 4)

Domaine

Biologie médicale

Famille Sous-famille

Examen accrédité

Sérologie infectieuse

Antigénurie Légionelle
(test rapide)

CMV Sérologie (IgG
immunité)

CMV Sérologie (IgM-
dépistage infection)

Rubéole Sérologie
(IgG immunité)

Rubéole Sérologie
(IgM-dépistage
infection)

VIH Sérologie
(dépistage infection)

VIH sérologie
(dépistage infection
technique alternative)

VIH sérologie (Ag
p24)

VIH-
séroneutralisation de
'Ag p24

HTLV sérologie
(dépistage-infection)

Hépatite A sérologie
(IgG immunité)

Hépatite A sérologie
(IgM-dépistage
infection)

Hépatite B sérologie
(Ag HBs-dépistage
infection)

Hépatite B —
séroneutralisation de
I'Ag HBs

HBV sérologie (Ac
anti-HBs immunité)

HBYV sérologie (Ag
HBe-suivi infection)
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Examens accrédités (suite 5)

Domaine

Biologie médicale

Famille Sous-famille

Examen accrédité

Sérologie infectieuse

HBV sérologie (Ac
anti-HBe-suivi
infection)

HBV sérologie (Ac
totaux anti-HBc-
dépistage infection)

HBV sérologie (IgM
anti-HBc- dépistage
infection)

HCV sérologie
(dépistage infection)

EBV sérologie (Ac
hétérophiles-
dépistage infection)

Rotavirus et
Adénovirus : TDR
dans les selles

VIH sérologie
(confirmation infection
VIH-1)

VZV sérologie (IgG
immunité)

HTLV sérologie
(confirmation
infection)

VIH sérologie
(confirmation infection
VIH-2)

EBV sérologie (IgG
anti-EBNA-immunité)

EBV sérologie (IgG
anti-VCA- dépistage
infection)

EBV sérologie (IgM
anti-VCA —dépistage
infection)
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Extensions demandées

Domaine Famille Sous-famille Extension demandée

Biologie médicale
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Extensions demandées (suite 3)

Domaine

Biologie médicale

Famille Sous-famille

Extension demandée

Génétique
Constitutionnelle

Polypose
adénomateuse
familiale de
transmission
autosomique
récessive :
séquencage
SANGER géne
MUTYH

Polypose juvénile :
séquencage
SANGER du géne
SMAD4

Polypose juvénile :
séquencage
SANGER du géne
BMPR1A

Cowden (syndrome
de) : séquengage
SANGER du géne

PTEN

Li-Fraumeni
(syndrome de) :
séquengage
SANGER du géne
TP53

Hydrocéphalie liée a
I'X : séquengage
SANGER du géne
L1CAM

Cornelia de Lange
(syndrome de) :
séquencage
SANGER du géne
NIPBL

Peutz-Jeghers (sd

de) : séquencage

SANGER du géne
STK11
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Extensions demandées (suite 4)

Domaine

Famille

Biologie médicale

Sous-famille Extension demandée
Amyotrophie spinale
infantile : analyse du

géne SMN1
Génétique
Constitutionnelle Li-Fraumeni

Allergie

Auto-immunité

33

(syndrome de) :
QMPSF du géne
TP53




Extensions demandées (suite 5)

Domaine Famille Sous-famille Extension demandée

Biologie médicale

Etude des sous-
populations
lymphocytaires CD3
CD4 CD8

Immunologie cellulaire
spécialisée et
histocompatibilité
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Extensions demandées (suite 6)

Domaine

Biologie Médicale

Anatomie et Cytologie
Pathologiques

Sous-famille

Extension demandée

Virologie

EBV/PCR sur liquides
divers et biopsies

Entérovirus PCR

Hépatite C charge virale
sang

VIH-1 charge virale sur
sang

JC virus PCR sur LCR

Paréchovirus PCR sur
liquides divers

Génétigue Somatique

KRAS/BRAF :
recherche des
mutations de I'exon 2 du
gene KRAS et de I'exon
15 du géne BRAF
SNaPshot

KRAS/NRAF :
recherche des
mutations de I'exon 2 du
gene KRAS et de I'exon
15 du géne BRAF
SNaPshot

BRAF : recherche des
mutations du codon 600
du géne
BRAFSNaPshot

EGFR/KRAS :
recherche de mutations
ponctuelles au niveau
des exons 18,20 et 21
de 'EGFR et 2 de
KRAS par la technique
d’extension d’amorce
par SNaPshot

Histologie

Détection de la protéine
ALK par
immunohistochimie

HES : coloration HES
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Organigramme du laboratoire de Parasitologie

e

Organigramme du Laboratoire de Parasitologie-Mycologi

Annexe 3

Processus Stratégique

Processus politique stratégique de direction

Processus management de la qualité

Processus maitrise des documents et de information

Responsable du laboratoire: L Favennec H Girot H Girot
Processus Analytique
Phase pré-analvtique Phase analytique Phase post-analytique
D Lemetell G Gargala
D Folliot J Sliva Da Costa

Mycologie: L Favennec
Sérologie : G Gargala
Immunologie PCR
Parasitologie : D Lemetell

"

Processus Support

Processus Equipements/ Métrologie des

appareils
A Lainé

| Le Barillec

Processus GRH et Processus
Risques professionnels Informatique
A Lainé G Gargala

J Sllva Da Costa

Processus Locaux/ Processus Réactifs /
Environnement Consommables
A Lainé A Lainé

J Silva Da Costa
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Annexe 4 : Mode opératoire de I’examen direct en mycologie
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3.2 Documents associes
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CHLU: Serrine: Heospital e Undwers laine

CH2 - Conindie inteme de COual B
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FREMIC: Rdfdronticl &n Micrabiologle médicahs

5 Responsabilites et personne(s) ressource(s)

3.1 Responsabilites

Binlogistes, lechniciens & ndemes du laboratoire de Parasologe: Myoologie

3.2 Personne(s) ressource(s)

521 Parficipant{s) 4 ta redaction

Denechizur GIROT B
SOURCH kabaide [Inherne)

52.2 Réferant|s)
Frolessoisr FAYENMED Lolo

& Ceantenu

6.1 Definition

L'examen dinscl am myoddogie asl une obsenaion microscopique & & recherche de champignons. |
reposs e laboraboire sur Tutilsalon & Uyees 2B, Auorochrome qui se Mxe sur fa online ¢ les glucanes
présenls dans b pand fongiquee. Une Aucrescencs sem pomme apparallng en présenoe e champkgnons
lors de la leciure dans Nairasiabe]l au miorosoops & PorEsoemte

Frékvnments pour soue’s un axamen dinscl myoooggue est réalsd au laboradoins

« Lis Nquides pdrion&aus

» Lis prildvemenis dabcés

« Lies aspirations phanyngées de palienis afienis de macovisckdote

« Lis Nquides Sronchcabsdoialnes

» Lig préldvemenis osdands & @ recheche de dermaicphyies

La recherche de pilyriass vwerskolor s elecius par scoioh sl oubamd

Lexamen direet & la recharohie de Pnoomacysis jimvecl sur luiades hroomshoalvéolnes < affeciue par
cida radl on rap e au MGG

6.2 Technique
2.1 Raéactifs of consommables

U IED 0 el HER B2 e Deina e =T s
(conserve dans e réfrigénaeur IF2) Biockés dans la ploz: O3A015

FHEE Bimeneux BEF F5511

Lamres Fore-dbfed @ Tnemo scendiio LRESLE:

[SmeTes Thermn Boerale Lo Efookis dans la plkce 03010

=olulion de ECH & 305 Slockée sous kb hotie BID 11610

RS 1MAS RO HEI T <" S g
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= Préparaiion de la soluiion d'UNIEHD gag 109 D0
Fréparer oxlemborandmen une sofution duebko dludée au 100" dans du PEE dans um bubs &

ol "oy Yy el
Fréparer 3 mL cammee sull ; 30pl duvbio + 2570 gL de FBS

Enfcasrer e fube dun papker aksmindum pour prodéger NUAWVIBID de @ lumidre pais noler o dode de
fabrication sur | hube

Consenser la sollion sous & hotie de myooiogle jusqua 1 mos aprés diution.
= Préparaiion de o solution d'reiDnEOH 0%

Me'amger & volume &gal la soluion diusibio dlote au 1M10F of une soluion de KOH & 30% dans un
s & hidmolysie.

Enfcasrer e fube dun papker aksmindum pour prodéger NUAWVIBID de @ lumidre pais noler o dode de
Pabricadi on sur e hube

Congenser la solidion sous @ hotle de myoohogle jusqu'a 1 mos aprés dilulion.

§2.2 Traltement de I'schantlilon

" Erdbveonenis da Sgukdes disers | apnts cenirfugaton ¢l ersemencament, ajouior ad culol une gouhs
de fa soluion dTuvibio diluée au 171009 vorewer @l altendre § minuies. Déposer une goute sur umes
lamiz &l reooastie dane lamelke. AHendre @0 miniman 95 minoies avand 1§ leclune G mecrosoaps &
flUDrEscanoe.

" agpiraficn oharngda de palignis aicinls do mycovisciloss @ déposer une goutie Tuvbic diogé e
100 gur une lame pU's ajouler envinon une goulie dFasoiraion pharymgde el recowstic d'une lam el
Afteradre au mdnimom 15 minotes avand @ besciune G mornsooees & Purneo 8

" Blppge - melne une gouits du mélange uvidio au 100%™ jpodasse IO Sur ume lanen, apouter un

dchand Pom Tin die 18 Bopske of recouvis dune lamiel ke, SHendre au sordmom 15 minobes avant 1@ leclune
U mcrosoope & Nuonesonnoe.

" Erdldverinls de peay o de phandres @ 5 recharche do Jermabontyics: dépnsss une goutie du
mediange uvibio 10700 [HOH 30% sur une lame puks ajoubsr um &ohandlon du orélisemen (Souames
chaveuy, copeauy dongle...]. Metine s lames 240 & 3850 & Fabr de la luméne om 7ons BF3.

§.2.3 Lecturs ot Interprétation de I'examen dirsct

Allumner la lamnpe du micmsoone & Tuonesoente B0 & 30 minoles avand ol sadon

dbserer o abfectls 100 of 400 an lumidre ulmvcathe. Une Auorescence vl pomme apparalin
o présemnce di champignons (s& méfier des anlefacls). Lobserdaton microsoonigue permel dobserar
on dag die posiniid

« [es kewures =5 bourgeonnanbes, dveniuelemen associbes & du pooudommpcdliom voine & da

g fum
= Dos Thamenis nycéiens

= Dis spones

Moier les résulals sur @ feulke de travall "MY CEX".

Tout examan drect postif doi &ne communiqué le plus rapidemend possible dans & service demandeur
b Finieme ou b bislng she pod e nl.

| inuls |a varslon dlsotromigoes de of dooumesnt sct wallde. VRE "AS RIOHHEIE: <HI"NE= Baga 10
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6.2 Controle interne de qualite (CIG)
£3.1 Fablwication du CK2

L CHOD o faZriquié & parte d'un replquage de fa sowche ATCC S00EE Candida albicans. |l sera uliisablke
jusqu'd 30 jours apnés congélation.

sFadre une suspension de la souchs: S0028 Camd da albicaers & 0.6 KacFarmand dans du HMall 0.55% ;

= Albgusoier a suspension en 30 alquoles dun wolume de 300 gl Bur chasgoe aliguoie, nober la dale g
congdlatian ;

~Congaer los algueosies

Uin ClO sem décongeld quoddiennement of passd au débal de chague strin o eaens. drects

sDhcongaler un alquols

sRitalisior wee dilcion aw 1099 de G suspensiaon @ dans un fube & Reesokse, déooser 100 pl de
suspeEnson & la pipeie puls ajouler 500 gl de HaCl 0.9%. Lo suspension oblonoe apris o loicm
conmasnand i la SuspenEion &

sPrélever 100 pL de la suspension A, Los déposer dans un deuxidns fube & hdamolyse e ajouber 100 pl
dLinis. La suspenskan ablenes conmespond & |8 soiton 3.

sChtpcser 1 gl di la suspension B dans un pulls die oefluke din KOWEA

£.3.2 Lecturs ot Walidaflon du CIGQ
sFréquence de passage du CHOC ke T o passe o chague sére dexamens dinecls & sera lu en
PrErmibEr
=Condion di Yaldid do SRS - e G est valde 5310 levunes sonl dénombndios.

«Condule & lenir em oas de C0D Invalde @ décongeler un 2%% gliguote pour fabrigeer wme auire
suspEnson. 5 e CHD est ineslide 2 de solio, recherchor fa celse de Tinvaddie du S Jlampe da

microscope & Pusmsienoe difeclucuse, mauvake conserdation des aliquoles, emeur lors de B
fabrioadion dia SH, .5

L siétrhe e famees sera walldée uniquement si e CH3 est valide

lauls la varsion dlactroniges de o8 dooumsnt o ct wallde. ~FiE %A RICHHHEIE= ~HI"AE= Faga it
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Annexe 5 : Tableau résumé des performances a évaluer lors d’une
vérification/validation de méthode quantitative ou qualitative. SH GTA 04

Tableau résumé des performances a évaluer lors d'une vérification/validation de
méthode quantitative ou qualitative (selon MATA note n™7 — juin 2012):

Verification (portée A)

Validation (portée B)

CRITERES A EVALUER Méthode Méthode | Methode Methode
guantitative | qualitative | quantitative | qualitative
:Egﬂt:ﬂ.ﬁf;!ab e et figelits Ezzai Eszai Essai Ezzai
Jistessefexactitude (spproche) Eszai Eszai Eszzal Esszai
. Maitrise des Maitrize des
Eﬁ;ﬂfﬂiﬁﬁﬂﬁf Ezzai J‘acfejum“dre Ezzai famgur;_:{e
variabilite variabilité
Comparaison avec methods déja
utilisée au laboratoire ou autre
méthode du laboratoire {apparei Eszai Eszai Eszai Essai
en mircir’, EBMD) &f analyse des
discordances”
Intervalle de mesure
(Limite de guantification et Bibliographiz £ Essal /
limites de linéarite)
Interférences {lipémie,
hémoglobine plasmatique, Bibliographis- | Bibliographie Essal Essai
bilirubine, médicaments, ._)
igﬂﬁaﬂggﬂm enire cchariilons Bibliographie | Biblographis Essal Essai
Robustesse Bibliographie | Biblographie Essal Essai
?;ggﬁfﬂfﬁfggf 5 Bibliographie | Bibliographis Essal Essai
Bibliographie
ffournizseur ou
iir aufre, z'azsirer
Eﬁ:;f de [eferpice (valeurs u‘F Is Bibliographie Esszal Essai
coherance
avec I'état de
Fan)
Limite de détection ! Eibliographiz £ Essai
gﬁ:ﬂf;ﬁfmﬂmnﬂg ! Eibliographis ; Eszai
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Annexe 6 : Validation technique de la limite de détection

1%=-suspension :
Nombre de spores Total
Spores/ 995*9=
cellule de 100 | 96 | 100 | 98 | 101 | 95 | 90 | 110 | 110 | 95 8955/mr:13
KOVA
Spores/cellule 397*9=
de KOVA de 42 | 44 | 44 | 39 | 41 | 40 | 33 | 32 44 | 38 3573/mm3
la solution 387+0=
diluée dans 39 | 42 | 41 | 33 | 37 | 40 | 32 | 40 47 | 36 N
e 3483/mm3
I'Uvibio
10 champs (*400) en fluorescence Total
Opérateur 1 337 408 423 1168
Opérateur 2 440 444 381 1265
Opérateur 3 319 440 391 1150
Ensergirll\lcze ment CAN2:1 CAN2:2 CAN2:3 Moyenne
Puissance 10° 10° 10° 10°
2™ syspension :
Nombre de spores Total
(285%*9) =
Spores/ 19 | 26 | 25 | 32 | 28 | 30 | 27 | 31 | 39 | 28 2565
cellule de spore/mm3
KOVA (315*9)=2835
30 | 34 | 28 | 29 | 35 | 42 | 40 | 27 | 45 | 35 spore/mm3
Spores/cellule 125*9
de KOVA de 19 7 11 | 12 | 14 | 13 | 12 | 14 | 15 8 —1125/mm3
la solution 155*9 =
diluée dans 15 | 21| 11 | 18 | 14 | 20 | 17 | 15 | 10 | 14 -
e 1395/mm3
I'Uvibio
10 champs (*400) en fluorescence Total
Opérateur 1 146 166 192 504
Opérateur 2 167 200 213 580
Ensergirll\lczement CAN2:1 CAN2: 2 CAN2:3 Moyenne
Puissance 10° 10* 10° 10°
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3= suspension :

Nombre de spores Total
Spores/ 52*9=
cellule de ! 8 5 2 2 6 4 6 6 6 468/mm3
KOVA 5 6 7 9 4 7 8 8 5 | 63*9=567/mm3
Spores/cellule | 2 0 3 4 2 2 4 1 4 2 | 23*9=207/mm3
de KOVA de
la solution _
diluge dans 2 1 1 2 0 0 1 2 1 5 | 15*9=135/mm3
I'Uvibio
10 champs (*400) en fluorescence Total
Opérateur 1 28 21 23 72
Opérateur 2 23 18 23 64
Ensergirl’\lczemem CAN2: 1 CAN2: 2 CAN2: 3 Moyenne
Puissance 10°* 10°* 10 10
4™ syspension :
Nombre de spores Total

Spores/ 0 4 6 2 3 0 4 3 2 5 | 28*9=252/mm3
cellule de

*Q—
KOVA 2 4 2 6 3 2 3 6 3 2 33*9=297

Spores 2 1 0 0 1 1 1 2 0 1 9*9 = 81/mm3
[cellule de

KOVA de

la solution 2 1 0 2 1 1 0 1 1 1 10*9 = 90/mm3
diluée dans

I'Uvibio
10 champs (*400) en fluorescence Total
Operlateur 8 7 8 24
Operzateur 10 9 9 o8
Ensergirll\lczement CAN2:1 CAN2: 2 CAN2:3 Moyenne
Puissance 10* 10* 10* 10*
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5= suspension :

Nombre de spores Total
Spores/ 1 1 2 1 1 0 1 8*9=72/mm>
cellule de _ 3
KOVA 0 0 1 1 7*9=63/mm
Spores/cellule 0 0 0 0 1 0 3*9=27/mm?
de KOVA de
la solution o 3
diluée dans 1 0 0 0 0 1 0 1 0 4*9=36/mm
I'Uvibio
10 champs (*400) en fluorescence Total
Opérateur 1 3 4 6 13
Opérateur 2 5 4 6 15
Ense”éeAr,‘\'C;mem CAN2: 1 CAN2: 2 CAN2: 3 Moyenne
Puissance 10° 10° 10° 10°
62" suspension :
Nombre de spores Total
Spores/ 0 0 0 2*9=18/mm3
cellule de o
KOVA 0 1 2*9=18/mm3
Spore 0 0 1 1*9 = 9/mm3
[cellule de
KOVA de la
solution 0 0 0 0 0 0 0 0 2*9=9/mm3
diluée dans
I'Uvibio
10 champs (*400) en fluorescence Total
Operlateur > 2 4
Opérateur 0 3 6
2
Enser(r;irll\lczement CAN2:1 CAN2 : 2 CAN2:3 Moyenne
Puissance 10° 10° 10° 10°
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Annexe 7 : Validation technique de la Robustesse

NI | N2 | N3 | N4 | N5 | N6 | N7 | N8 | NO | NIO | NI1 | N12 | N13 | N14 | N15
Sans
'S | 56 | 53 | 60 | 55 | 55 | 55 | 53 | 58 | 60 | 52 | 54 | 54 | 59 | 58 | 56
congélat
Congélat® | 50 | 57 | 55 | 57 | 58 | 57 | 50 | 58 | 61 | 58 | 60 | 61 | 61 | 60 | 60
N16 | N17 | N18 | N19 | N20 | N21 | N22 | N23 | N24 | N25 | N26 | N27 | N28 | N29 | N30
Sans | g1 | 60 | 55 | 58 | 57 | 54 | 58 | 59 | 57 | 60 | 55 | 57 | 57 | 57 | 58
congélat
Congélat® | 57 | 59 | 58 | 53 | 54 | 58 | 60 | 60 | 59 | 57 | 57 | 60 | 56 | 57 | 56
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RESUME

La conjoncture actuelle de la biologie médicale francaise résulte de la loi 2013-442 du 30
mai 2013 : les laboratoires de biologie médicale doivent désormais étre accrédités sur 50%
des examens au 1* novembre 2016, 70% au 1°* novembre 2018 et enfin sur la totalité des

examens au 1* novembre 2020.

Le laboratoire de Parasitologie-Mycologie du CHU Charles Nicolle de Rouen s’est engagé
dans la démarche d'accréditation. Il s'est fixé I'échéance de 2018 pour constituer les

dossiers de veérification et de validation de méthodes du secteur de mycologie.

Le mémoire traite de la validation de méthode de [I'examen direct en mycologie. Il s’agit
d'une technique adaptée qui, comme le préconise le SH GTA 04, définit une portée B
d’accréditation. Basé sur le principe du PDCA (Plan, Do, Check, Act) ou roue de Deming, le
projet a surmonté les difficultés inhérentes a la microbiologie, seule discipline confrontée au
« monde du vivant ». Les différentes étapes du projet sont tour a tour détaillées, depuis I'état
des lieux et l'analyse de risques, jusqu’au recueil et a linterprétation des résultats. La

rédaction du SH FORM 43 vient finaliser le projet.
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