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GLOSSAIRE

Abreéviation :

ACP : Anatomie Cytologie Pathologique

APHP : Assistance Publique- H6pitaux de Paris
ATCC : American Type Culture Collection

ATF : Antifongigramme

B : cotation nomenclature NABM (Nomenclature des Actes de Biologie Médicale)
BHN : cotation hors nomenclature NABM

B2P : Biologie Pathologie Physiologie

CLSI : Institut Clinique des Laboratoires Standards
CIQ : Contréle Interne de Qualité

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice

| Intermédiaire

LBM : Laboratoire de Biologie Médicale

LRB : Lariboisiere

R : Résistant

RQS : Référent Qualité Structure

SGL : Systéme de Gestion du Laboratoire

SLS : Saint-Louis

S : Sensible
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DEFINITIONS

Contrble interne de qualité : échantillon permettant de vérifier que la qualité prévue des

résultats est bien obtenue

Concentration Minimale Inhibitrice: c'est la plus faible concentration d’antifongique
capable de provoquer une inhibition compléte de la croissance d’'une souche donnée apres

une certaine période d’incubation.
Kalilab : logiciel de gestion documentaire qualité

MALDI-TOF : (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - Time of Flight): est
un spectrometre de masse couplant une source d'ionisation laser assistée par une matrice et

un analyseur a temps de vol

VITEK® MS : systéme d’identification automatisé utilisant la technologie de spectrométrie de
masse MALDI-TOF

Seuil de sensibilité clinique ou clinical breakpoint (CBP): prend en compte les
caractéristiques pharmacocinétiques et pharmacodynamiques de chaque antifongique, et
des études mettant en évidence un lien entre CMI et succes thérapeutiques chez I'homme. I
permet l'interprétation des CMI et la catégorisation des souches en Sensible — Intermédiaire
— Résistant. Ces seuils ont pour but d’avoir une pertinence clinigue. Une souche est
considérée comme sensible ou résistante lorsque le niveau d’activité antifongique est

associé a une forte probabilité, de succes ou d’échec thérapeutique.
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INTRODUCTION

La Mycologie est une discipline de biologie médicale dont la plupart des techniques
sont réalisées manuellement (examen direct, ensemencement, sensibilité aux
antifongiques...). La mise en place, ainsi que l'interprétation, de contréles de qualité interne
(CQI) satisfaisants sont primordiales car cette discipline est confrontée a de grandes
variabilités des agents fongiques étudiés (levures ou filamenteux). L'étude de la sensibilité
aux antifongiques (antifongigramme) s’inscrit dans cette démarche. Cet examen a pour but
de déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d’'une souche fongique vis-a-vis de
divers antifongiques. La fiabilité d'un antifongigramme est influencée par de nombreux

parameétres qui doivent étre rigoureusement contrblés.

Le chapitre 5.6 de la norme NF EN ISO 15189' relatif & I'assurance qualité des
processus analytiques exige des laboratoires de biologie médicale (LBM) la mise en place
de systémes de « contrdles internes de qualité (CIQ) permettant de veérifier la qualité prévue
des résultats ». Sa mise en ceuvre permet d’apporter la preuve de la maitrise du processus
analytique, de prévenir des anomalies et de fournir les données nécessaires quant a
'évaluation de lincertitude des résultats. Ainsi, le laboratoire doit évaluer l'impact des
processus de travail et défaillances potentielles sur la qualité des résultats des examens. Les
termes Contrdles qualités et maitrise des risques sont des notions clés de la démarche

qualité.

L'objectif de ce travail est de mettre en place un systéme de contrble qualité interne
pour les antifongigrammes concernant les levures. Je me suis basée sur la méthode PDCA
(plan, do, check, act) afin de respecter aux mieux les exigences de la norme, ainsi que sur
les procédures transversales de notre laboratoire B2P (laboratoire de biologie médicale et
d’ACP).
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1. PRESENTATION

1.1 Présentation du service de mycologie-parasitologie de I’'hdpital Saint Louis

L’hépital Saint Louis appartient au groupe hospitalier SLS/LRB/FW qui regroupe 10
pbles d’activités cliniques et médico techniques et dispose d'une capacité de 1410 lits.
Reconnu pour son expertise dans plusieurs domaines a savoir les greffes d’organes et de
moelle osseuse, en hématologie, en cancérologie, en dermatologie et en réparations
cutanées, il propose également une offre de soin dans le domaine des maladies infectieuses
et tropicales dont la plupart des activités sont associées au service de mycologie-

parasitologie.

Le pble B2P est un pble hospitalo-universitaire organisé par discipline biologique ou
médicale. Le laboratoire B2P appartient au pble B2P, regroupe plusieurs structures (ou
services) réparties sur les sites de Saint-Louis et Lariboisiere. Le service de mycologie
parasitologie ou se décline ma démarche appartient au laboratoire B2P (cf. annexe I :

organisation du laboratoire B2P).
Les principales activités du service de mycologie parasitologie sont :

- Le diagnostic direct, immunologique et moléculaire des infections parasitaires
(toxoplasmose, microsporidiose, cryptosporidiose...) et fongiques (aspergillose,
pneumocystose, autres mycoses opportunistes) des patients hospitalisés et des
consultants

- La réalisation des prélévements de mycologie au sein de la policliniqgue de
Dermatologie de I'hopital, des prélevements spécialisés en salle (recherche de
sarcopte, parasite responsable de la gale, recherche de leishmaniose...)

- Suivi mycologique de I'environnement dans le cadre de la prévention des infections

fongiques invasives

En 2017, il réalise une activité de 1 883 115 (en B) et 7 234 070 (en BHN).
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1.2 La démarche Qualité du laboratoire B2P

L’ordonnance n°2010-49 du 13 janvier 20107 oblige les LBM & accréditer leurs pratiques
conformément a la norme NF EN ISO 15189. Le biologiste responsable du laboratoire (le
chef de pble B2P) a défini une politique qualité consistant a mettre en place, conformément
aux exigences de la norme, un systéeme de management de la qualité (SMQ) a veiller & son
application et son suivi. En mai 2013, le laboratoire du pble B2P s’est engagé dans une
démarche d’accréditation. Depuis fin 2017, 50% des examens réalisés dans le laboratoire
B2P sont accrédités pour les sous familles Biologie Médicale biochimie, Hématologie,

immunologie, microbiologie et génétique (Cf. figure 1)

Démarche d’accréditation du LBM B2P

Evaluations de surveillance
(tous les 12 mois)

2014 2015 2016 2017

Audit de
. st s2 S3+E1 renouvellement
Evaluation Ajouts portée Ajouts portée (S4) + E2
initiale flexible BB1 flexible BEB1

ars 2018)

A
Aot 2014 Juillet 2015
4,4% 20,9%

Audits de
surveillance

(tous les 15 mois)

31/12/2017 : accréditation de 50 % des actes

1
"

Figure 1 : avancement de la qualité du pble B2P

1.3 L’avancement du service de mycologie et parasitologie dans la démarche
qualité

Le service de mycologie et parasitologie est accrédité par le COFRAC depuis 2017
selon les normes NF EN ISO 15189 sur la recherche du paludisme, 'ensemencement des
examens mycologiques isolés, I'examen direct ainsi que la recherche d’antigéne aspergillaire
sérique. En 2018, I'accréditation pour 'examen de PCR toxoplasmose a été obtenue. Pour
2019, le service demande une extension pour une nouvelle ligne de portée avec I'examen de
PCR aspergillaire (Cf. tableau 1).
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Ligne de

Familles . Nom de I’examen Principe de la méthode
portée
ISEROBM B1 Asperglllpse : recherche Antlgene ELISA, .
diagnostic par une technique EIA spectrophotometrie
Examen mycologique isolé : identification | Examen direct : Noir
PARASITO/MYCO PM1 de genre levures et champignons Chorazol, Calcofluor et

filamenteux Lactophénol

Examen mycologique isolé : identification | Ensemencement
PARASITO/MYCO PM1 de genre levures et champignons
filamenteux

Hématozoaires : recherche en frottis et Coloration lames

PM7 en goutte épaisse

PARASITO/MYCO

Paludisme : recherche Ag solubles par

PARASITO/MYCO PM7 ) . .
technique immunochromatographique

Immunochromatographie

PARASITO/MYCO PM8 PCR toxoplasmose PCR temps réel

Tableau 1 : Liste des analyses accréditées au sein de la structure parasitologie et mycologie

1.4 Mon r6le dans la structure
La cellule qualité du laboratoire B2P a mis en ceuvre un pilotage du systéme

management de la qualité dans chaque structure par l'intermédiaire des RQS (référents
qualité structure) dont les missions principales sont de veiller dans chaque structure a la

mise en ceuvre de la :

- Gestion de la démarche qualité du LBM
- Gestion de la politique qualité dans sa structure
- Gestion des formations et habilitation du personnel

- Gestion de la documentation qualité de sa structure

Investie de cette mission depuis peu, avec l'aide d'un biologiste RQS et d'une
technicienne RQS, je m’occupe du suivi de I'habilitation du personnel non médical et je suis

administrateur Kalilab (Cf. annexe Il : organigramme du service de mycologie/ parasitologie).
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2. CONTEXTE

L'antifongigramme permet de prédire I'efficacité et la surveillance du traitement. Il est
recommandé dans plusieurs situations cliniques lors d’un isolement d’'une souche d’un site
normalement stérile, lors d’une infection invasive, lors d’une infection par une espece rare ou

lors d’une suspicion d’échec thérapeutique.

Il existe actuellement deux méthodes de référence, pour la détermination in vitro de la
sensibilité des champignons aux antifongiques. Ce sont des techniques de mico-dilution en
milieux liquide, développées soit par le CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) aux
USA, soit par TEUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) en
Europe qui permettent d'obtenir des valeurs fiables de Concentration Minimale Inhibitrice
(CMI). Des valeurs seuils ont été définies et ont permis de classer des souches selon leurs
sensibilités aux antifongiques en trois groupes : sensible, sensibilité dose dépendant et

résistant.

Ces deux méthodes de références internationales ont été standardisées afin d’établir un
profil de sensibilité in vitro des levures et des champignons filamenteux aux antifongiques.
Méthodologiqguement, ces deux techniques sont trés proches mais different par la taille de
linoculum, la composition du milieu, le temps d’incubation et la lecture des CMI (visuel ou
par spectrophotométrie). Ces deux méthodes non commercialisées, sont trés lourdes de

réalisation et non adaptées pour la routine en laboratoire.

En pratique, le service utilise des méthodes commercialisées bandelettes Etest®
(BioMérieux) pour déterminer les CMI en milieu gélosé par diffusion. Ces bandelettes
contiennent un gradient de concentrations d’antifongiques. Une suspension de champignon

est préparée et ajustée a 0,5 McFarland a I'aide d'un étalon standard.

Le milieu de culture RPMI (milieu gélosé commercialisé et prét a I'emploi) est ensemencé
de facon homogéne a partir d’'un écouvillon. Apres séchage, la bandelette contenant le
gradient exponentiel d’antifongique est déposée a la surface de la gélose, ce qui permet la
diffusion de I'antifongique.

Aprés une incubation & 37°C pendant 48 heures, la CMI est déterminée au niveau de

lintersection de I'ellipse d'inhibition avec la bandelette graduée® (Cf. figures 2 et 3).
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Zong
d'inhibitiarn Zone de poussa

Figure 2 : Schéma pour déterminer la CMI

Pour les levures, les principaux antifongiques utilisés sont I'amphotéricine B (AP), le
voriconazole (VO), le fluorocytosine (5FC), la caspofungine (CS) et le fluconazole.

amphotéricineB Azolés 5-fluorocytosine Echinocandine

Figure 3 : exemples de lecture de CMI

e Amphotéricine B : la lecture de la CMI est a 100% d’inhibition

L’ellipse doit étre claire (généralement mince) et tenir compte de toutes les colonies.

e Azolés (fluconazole, voriconazole) : Lire & 80% d’inhibition
- Observer le premier changement de croissance
- Possible tapis de microcolonie (a ne pas prendre en compte)

- Prendre en compte les macrocolonies.
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e 5-Fluorocytosine : Lire a 90-95% d’inhibition et I"ellipse est généralement large
Ignorer les petites colonies (mais attention aux sous populations éventuelles =

macrocolonies)

e Echinocandines (caspofungine) : Lire a inhibition partielle (80%)

L'interprétation de [lantifongigramme permet de repérer les mécanismes de
résistances aux antifongiques et de traduire l'estimation d'une activité in vitro en une

catégorisation clinique S (Sensible), | (Intermédiaire) et R (Résistant).

En ce qui concerne les seuils cliniques ou breakpoint (CBP), le laboratoire suit les
recommandations du comité EUCAST (cf. annexe lll). Cependant les limites permettant de
définir les seuils de sensibilité et de résistance n'ont été définis que pour certains
antifongiques pour cette technique. Par conséquent, les seuils retenus par le service sont
ceux émis par le rapport annuel CNR de Pasteur®. En effet, les résultats de CMI obtenus
proviennent d'un tres grand échantillonnage d’isolats d’'espéces dont les concentrations
correspondent aux concentrations minimales de I'antifongique inhibant 50% (CMI50) et 90%

(CMIQ0) des isolats de I'espece concernée (cf. annexe V).
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3. Etat des lieux, problématique et limite

3.1 Etat des Lieux
Aucune disposition n'a été formellement définie quant a la mise en place dun

contrble de qualité interne pour la méthode des antifongigrammes. Or le laboratoire doit
s'assurer de la maitrise des processus analytiques et de la fiabilité des résultats d'’examens
selon le chapitre 5.6 de la norme. La méthode étant manuelle, il est donc intéressant dans ce
travail de vérifier la qualité des performances analytiques obtenues et de surveiller des

erreurs éventuelles (techniques, réactifs).

3.2 Problématique
L'objectif de ce travail est de mettre en place un systeme de contrble interne de

qualité pour l'étude de sensibilité des antifongiques afin de respecter les exigences

normatives et présenter cet examen a I'accréditation par le COFRAC :
-choix des souches ATTC
-fréquence des passages

-interprétation des résultats

3.3 Limite
Dans le cadre du mémoire, la limite de I'étude est restreinte aux genres levures. Par

faute de moyens matériels (marchés hors AP-HP), je n’ai pas pu aborder les champignons
filamenteux. Pour améliorer le dispositif mis en place, il faudra réaliser un suivi dans le temps
afin de modifier les éléments inappropriés et réajuster le systeme. Dans le temps imparti de

ce mémoire, la mise en place du CIQ se limitera par son efficacité et son application.
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4. METHODE

Afin de mener a bien le projet, je me suis servie des étapes de la méthode PDCA

(PLAN, DO, ACT, CHECK) de Deming suivant le plan ci-dessous :

Kaction correctives \
eaction préventives erevu documentaire

*matériels

PLAN
(PLANIFIER)

«domaine d'application:
antifongigramme

«exploitation des résultats -analyse de risque
«indicateurs pour le suivi -(;hqx des souches
des COQl « fréquence
* mise a jour instruction de
\_ travail

Figure 4 : Roue de DEMING

4.1 Planifier (PLAN)

4.1.1 Revu documentaire

Les exigences normatives mettent I'accent sur la nécessité de mettre en place un

CIQ pour I'antifongigramme, ce processus analytique est un point critique en Mycologie car

soumis a de nombreuses variations (techniques et biologiques) pouvant influencer

significativement le résultat.

« 5.6.2 Contrble qualité

Le laboratoire doit concevoir des procédures de contrble de qualité permettant de vérifier
que la qualité prévue des résultats est bien obtenue. » Norme NF EN ISO 15189 2012
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« 5.6.2.1 Généralités

Le laboratoire peut se référer au guide technique d'accréditation du COFRAC, "Les
contrdles de qualité en Biologie Médicale", SH GTA 06°.

La mise en place du contréle de qualité en biologie médicale s'inscrit dans le cadre de la
vérification continue des performances lors de l'utilisation (routine) dans le laboratoire du
couple équipements-réactifs, afin d'apporter une confirmation et une preuve permanente
de la validité des résultats rendus, en rapport avec les besoins définis de ses clients. Le
contrble de qualité constitue un moyen de vérification de la maitrise en continu du
processus analytique.

La détermination de la fréquence des contrdles releve d’'une analyse de risques, chaque
laboratoire définit pour chaque type d’examen la fréquence optimale (cf. 5.6.2 SH REF
02). » SH GTA 01°

En termes de recommandations relatives aux CIQ, les sociétés savantes (EUCAST,
QUAMIC’) préconisent l'utilisation de souches ATCC (American Type Culture Collection)
dans [l'étude de Ila sensibilité aux antifongiques. Elles proviennent de collections

internationales de référence sous forme lyophilisées.

4.1.2 Matériels

Les CIQ utilisés en mycologie sont transportées généralement a température
ambiante, elles se conservent au réfrigérateur et leur stabilité est de plusieurs années. On
utilise actuellement les souches ATCC Kwik-Stik® de Candida glabrata ATCC®MYA-2905 et
Candida tropicalis ATCC 750 en tant que CIQ pour lidentification des levures par

spectrométrie de masse Vitek MS.

Ces échantillons se présentent sous forme d'écouvillons lyophilisés prét a I'emploi.
Leur reconstitution ainsi que leur isolement constituent un facteur de variabilité. Une souche
ATCC Kwik-Stik est constitué de 2 blisters contenant chacun un écouvillon. Cependant, le
repiquage successif d’'une souche est de 5 fois maximum. Ce qui nécessite de réaliser des
commandes trées fréquemment. Mais ['utilisation de ces souches ATCC au quotidien
constitue un codt non négligeable. C’est pourquoi, elles sont congelées apres réisolement.
Chaque souche a été ensemencée selon le mode opératoire du fournisseur sur des géloses
Sabouraud chloramphénicol a 37°C. Apres 48h de pousse, elles sont ensuite congelées a -
20°C dans des cryobilles. Cela permet de congeler plusieurs réplicats. J'ai réalisé une étude
sur la stabilité aprés chaque utilisation des perles poreuses d’'un cryobille.
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Pour la mise en ceuvre d’'un CIQ, il est donc essentiel d’'identifier les risques susceptibles
d’influencer la phase analytique. La gestion des risques consiste a maitriser les risques

aveérés et prévenir les risques potentiels.

4.2 Faire (DO)

4.2.1 Analyse derisque

Il est donc nécessaire d’établir une analyse de risque des 5M permettant ainsi d’identifier
les erreurs pouvant influencer la qualité analytique. En effet, les risques potentiels seront
identifiés a partir de I'étude minutieuse du processus en mettant en évidence les étapes
sensibles lors de la réalisation de Il'antifongigramme. Les risques sont répartis en 5

catégories constituant les 5M : Matiere, Matériel, Méthode, Main d'ceuvre et Milieu.

Main d'ceuvre

Erreur saisie dans SGL

Préparation de I'inoculum Congélateur compétence et habilitation du personnel

Sondes
Etuve erreur interprétation

(T° d’incubation)

Choix colonie
(Pureté, taille, temps de pousse) Subjectivité de lecture manuelle

Chambre froide

Réalisation antifongigramme > Rendu résultat

Anomalie lot
des milieux RPMI
et bandelettes

Concentration des Etest Connaissance mode opératoire
Dépat bandelette

non- respect transport
(délais, condition)

Inoculum standard Réalisation ensemencement

Méthodes

Figure 5 : Diagramme d’Ishikawa : réalisation de I'antifongigramme

Apres identification des risques il est possible de les évaluer a I'aide d'une échelle de
criticité selon la procédure générale SLL-B2P-QUAL-PG-005 « Identifier et maitriser les

risques du laboratoire B2P » (cf. annexe V) :
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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 réalisée « a priori », la fréquence F est remplacée par
la probabilité d’occurrence (cf. annexe VI procédure générale § 7.2 pour la cotation de la
fréquence et de la gravité).

Selon sa valeur, la criticité d’'un risque peut étre faible (1 a < 4 en vert), modérée (4 a< 10 en

orange) ou élevée (e 10 en rouge).

Pour tous les risques mis en évidence, une action sera alors prévue pour chacun soit par la

mise en place de moyens de maitrise, soit par I'amélioration des moyens existants.
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Matiere

Milieu

Matériels (réactifs)

Points critiques

Choix de la colonie
(pureté, taille, age)

S ENERSE
maitriser

-non contamination

-réisolement

Moyens de maitrise

Documents

- vérification visuelle pureté

- identification MALDI-TOF

Préparation de -Quialité de -Utilisation d'une gamme
inoculum inoculum Mc Farland

-mesure densitométrique
Condition de -métrologie des -maitrise métrologie

conservation des
milieux de cultures
pour ATF RPMI et
Etest

enceintes froides

(cartographie et suivi
métrologique Oceasoft)

SLL-B2P-METRO-PT-003

-respect instructions
fournisseur

Condition
d’utilisation des
milieux de culture et
Etest

-métrologie des
enceintes : étuve
37°C enceinte
froide (-20°C et
+4°C)

-maitrise métrologie
(cartographie et suivi
métrologique Oceasoft)

SLL-B2P-METRO-PT-003
SLL-B2P-METRO-PT-004

Etalon (McFarland)

Concentration des
bandelettes E-test
(CMI)

Non-respect délais
condition de
transport réactifs

Survenue d’'une
anomalie de lot
milieu RPMI et
bandelettes

-Acceptation des
lots & la réception

-Gestion du stock

-Fiche qualité fournisseur

-Suivi de tracabilité réactif

-Présence d’'un CIQ pour
vérifier défaillance

-Fiche de stress fournisseur

-Suivi tracabilité réactif
-test d’acceptation des lots

-certificat de conformité
réactif

-Réactovigilance SLL-B2P-
QUAL-DE-107

Connaissance
modes opératoires

-Attestation de
lecture des
documents de
travail

-Suivi attestation de lecture
sur Kalilab
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Ensemencement -Qualité -formation et habilitation du
manuelle ATF et| 2 | 2 | 4 | densemencement | personnel (initiale et

dépbt bandelettes maintien)
Lecture visuelle CMI - Subjectivité des -double lecture technicien/
lectures visuelles biologiste
& 3|39
S - Variabilité inter- | - Test de lecture d'un CIQ
= opérateur inter-opérateur et suivi
= périodique
2
= Erreur interprétation Mise a jour seuil - Développement
8 d’interprétation professionnel Continu
- 213]6 R
'g (DPC), congres pour
‘T biologiste
p=
Erreur de saisie >13le -Formation a -Controéle de saisie :
dans le SGL(GLIMS) I'utilisation SGL Vérification biologique

Tableau 2 : Analyse des risques 5M (Ishikawa)

» Risques liés a la matiére :

Aprés un délai de 48h d’ensemencement, les souches sont identifiées grace au MALDI-TOF.
Le risque lié & une erreur d’'identification de la souche est minime. De plus, il est possible

visuellement de vérifier sa pureté par I'aspect macroscopique sur gélose CHROMagar.
La qualité de I'inoculum repose sur plusieurs facteurs :

- L’homogénéité : aprés avoir prélevé la ou les colonie(s), il est important de bien
disperser la colonie dans I'inoculum et de vortexer le mélange.

- Sarichesse : La préparation de I'inoculum est standardisée a I'aide d'un étalon a 0,5
McFarland. Mais ce paramétre peut-étre toutefois sensible dans la mesure ou la
suspension n'est pas mesurée correctement. Actuellement, l'inoculum préparé est
comparé visuellement a [l'étalon standard. Ceci peut engendrer une erreur
d’appréciation de la turbidité de la suspension par chaque technicien. Ce point

souléve la nécessité d’acquérir et d’utiliser un densitométre.

» Risques liés au milieu :

En ce qui concerne la conservation des réactifs, les enceintes de stockage sont raccordées
métrologiquement. Un suivi des températures sur Oceasoft nous alerte en cas de
dysfonctionnement. (« Gérer la métrologie des enceintes thermostatiques critiques » Réf
SLL-B2P-METRO-PT-004).
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» Risques liés aux matériels :

by

Le CQI doit étre réalisé a chaque changement de lot de réactifs (géloses RPMI et
bandelettes). Le suivi sera effectué a partir du formulaire de tracabilité des lots de réactifs.
(« Formulaire de tracabilité des lots de réactifs » réf.: SLL-SLPAR-PLUS-DE-066). Afin
d’éviter d’avoir plusieurs lots différents, une demande de réservation de lot pour chaque E-
test a été faite aupres du fournisseur mais celui-ci a répondu défavorablement. Selon la
norme, § 5.3.2.3 a chaque nouvelle livraison, les réactifs doivent étre vérifiés en termes de

performance avant utilisation.

En ce qui concerne les géloses RPMI, le SH GTA 01 nous assure que le certificat de
conformité du fournisseur est suffisant et prouve que le fabricant a respecté les normes de
performances émises. Cet argument nous laisse la possibilité de ne pas réaliser de CQIl a
chaque changement de lot de gélose RPMI. De plus, la présence des fiches de stress de
chaque réactif nous permet de vérifier la stabilité et les conditions maximales de
conservations tolérées (attente d’'une réponse du fournisseur pour les fiches de stress
réactifs). Les certificats de conformités sont disponibles sur le site du fournisseur, elles sont

enregistrées dans le « commons » du laboratoire sous le fichier qualité/ réactifs/ fiche réactif.

Cependant, le risque induit par la dégradation du gradient de concentrations des Etest n'est
pas négligeable lors de manipulations successives tels que la congélation et la
décongélation par les opérateurs. Un CQI sera nécessaire pour vérifier la stabilité de ces

bandelettes.

Aussi, le risque lié a la survenue d’'une anomalie de lot de RPMI et de bandelettes est d'une

incidence faible du fait des alertes de la réactovigilance.

» Risques liés ala méthode :

La prise de connaissance du mode opératoire par I'ensemble des techniciens est
indispensable dans la réalisation de I'antifongigramme. Il est donc nécessaire de mettre a
jour le mode opératoire des antifongigrammes afin d’harmoniser les pratiques. (Cf. annexe
VI « réalisation d’un antifongigramme et test de sensibilité aux antifongiques Etest Réf : SLL-
SLPAR-MYCO-MT-003).

» Risques liés ala main d’ceuvre :

Le risque recensé et qui apparait comme le plus critique aprés calcul de la criticité est celui
de la variabilité inter-opérateur. Du fait de la réalisation manuelle de I'examen, il est difficile

d’apprécier la qualité de réalisation de I'antifongigramme par chaque opérateur. En effet, en
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dehors de la préparation de I'inoculum (abordé dans les risques liés a la matiere), la qualité
de 'ensemencement (ensemencement non régulier, gélose peu ou trop chargée) ainsi que le
dépbt des bandelettes (bandelettes repositionnées ou mauvaise adhérence a la gélose)
peuvent influencer la lecture du résultat. Un CQI permet de déceler la variabilité des

résultats et les dérives liées a une mauvaise pratique.

Cependant, la lecture des CMI étant visuelle, elle reste néanmoins subjective a chaque
technicien. Cette variabilité induite par la techniqgue manuelle de I'antifongigramme est un
point critique du processus. C'est pourquoi une seconde lecture sera réalisée par le
biologiste. De plus, un test de lecture inter-opérateur pourrait permettre de signifier le degré
de dérive existant. La maitrise de ce risque sera assurée par la mise en ceuvre de test de

lecture a intervalle régulier.

Suite aux résultats de I'analyse de risques, les causes identifiées ci-dessous révelent que
deux points sensibles semblent avoir un impact important sur le résultat, & savoir la
concentration des Etest et la lecture subjective. Il convient donc de maitriser ces risques par

la mise en place de CIQ.
4.2.2 Mise en place des CIQ

Selon les sociétés savantes, il n’y’a pas de spécificité quant au choix des CIQ. Les
souches ATCC commercialisées sont C. albicans, ATCC® 14053, C. tropicalis, ATCC® 750,
C. glabrata, ATCC®MYA-2905, C. krusei, ATCC® 6258, C parapsilosis ATCC® 22019. Afin
de vérifier la stabilité du gradient de concentration il est judicieux d'utiliser une souche

sensible aux Etest utilisés et selon I'intérét clinique pour le service.

Cependant le profil de sensibilité des souches ATCC n’est pas communiqué par le
fournisseur, il était utile dans cette démarche de réaliser des tests de reproductibilité aux

antifongiques.

J'ai mené cette étude en demandant a tous les techniciens au poste de travall
(mycologie) de réaliser des ensemencements des souches en question a partir des
cryobilles. Il était important d'isoler la souche a partir du méme cryobille sur CHROMagar et
de vérifier la pureté de l'isolat. Ensuite, une identification des souches ATCC est effectuée
au MALDI-TOF puis un antifongigramme est réalisé pour chacune d’entre elles pendant 3

mois.

La CMI de chaque antifongique reste relativement stable en fonction de la souche ATCC. La

concordance de catégorie sensible, intermédiaire ou résistant est reproductible. Ce test a
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permis de vérifier que pour une préparation de souche ATCC, la congélation n'a pas
d'impact sur les caractéres culturaux de la souche, sur lidentification fongique au MALDI-
TOF ainsi que sur la sensibilité aux antifongiques et quel que soit I'opérateur (Cf. annexe
V).

C. albicans C.glabrataATCC C.tropicalis C.parapsilosis C.krusei

ATCC® 14053  ®MYA-2905  ATcc®750 ATCC® 22019 ATCC® 6258

Amphotéricne B

Caspofongine

Fluorcytosine 5FC

Voriconazole

Fluconazole

Tableau 3 : Profil de sensibilité des souches ATCC aux antifongiques

R : Résistant
Sensible
| : Intermédiaire

Ayant des profils variables, il est peut-étre intéressant de varier les souches de
passages de CIQ et de réaliser un tableau prévisionnel de passage des souches ATCC a
réaliser. Ainsi, les souches retenues sont C. glabrata ATCC®MYA-2905 et C.tropicalis
ATCC® 750. Elles sont actuellement utilisées en CIQ pour l'identification au MALDI-TOF.

4.2.3 Périodicité des CIQ

Hormis le passage systématique d’'un CIQ lors du changement de lot ou lors d’'une
nouvelle livraison, il revient aux biologistes de fixer la fréquence de passage en fonction de
I'activité de I'examen réalisé et de sa criticité. Le nombre de demande étant trés limité pour
cet examen a raison de 13 antifongigrammes par mois, il parait raisonnable de réaliser un
CIQ mensuel. Cette périodicité sera réajustée selon la roue de Deming (ACT) et a compléter

par une analyse de risque 8 5.6.2.1 afin de déterminer la fréquence optimale.

La mise en place d’'un CIQ mensuel semble étre une fréquence correcte pour assurer

la qualité de I'analyse nécessitant plusieurs réactifs de nature différente (gélose, bandelette).
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4.2.4 Revue documentaire

Grace au diagramme d’Ishikawa, le mode opératoire des antifongigrammes a été revu et
modifié en insistant sur les points critiques de sa réalisation. (Cf. annexe IV « Réalisation
d’un antifongigramme et test de sensibilité aux antifongiques Etest Réf : SLL-SLPAR-MYCO-
MT-003).

4.3 Vérifier (CHECK)

4.3.1 Répétabilité de I'antifongigramme

Afin de vérifier la répétabilité de cette méthode, une méme souche a été réisolée avec la

méme méthode, au méme instant et par le méme opérateur.

L'estimation de la répétabilité est effectuée a partir du CV (en %) =(s/m) x 100 comparé a un

CVa limite admissible (correspondant a un biologiste référent)
CVd CVa méthode répétable
CV> CVa méthode non répétable

Nombre Ecart- CV CV (%)
Echantillons de valeurs Moyenne retenu par le  Conclusion
laboratoire

(N) type (%)

Amphotéricine . satisfaisant
B . .

Caspofongine . . satisfaisant

Voriconazole ..
satisfaisant

Fluconazole . . satisfaisant

Remarque : fluorocytosine non applicable souche résistante

Tableau 4 : répétabilité souche C.tropicalis
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Nombre
de valeurs

Q)

CV (%)
retenu par le
laboratoire

Ecart- CV

type %) Conclusion

Echantillons

Moyenne

Amphotéricine B satisfaisant

Caspofongine satisfaisant

. 15.2 Non
Fluorocytosine 8.11 et

Voriconazole

\[e]}]

19.8 15.05 o
satisfaisant

Tableau 5 : répétabilité souche C.glabrata

Fluconazole

D'aprés les tableaux 4 et 5, les résultats de CV obtenus des souches étudiées sont
acceptables. Malgré un CV supérieur au CVa pour les deux souches (en rouge), la variabilité

des CV n'interférent pas dans le seuil d’'interprétation du résultat.

4.3.2 Focus sur la variabilité inter-opérateur

La variabilité inter-opérateur a été évalué par la lecture du méme antifongigramme
par 5 opérateurs différents pour les souches ATCC C.glabrata et C.tropicalis.

AP B Cs 5FC VO FL
Opérateur 1 0.38 (S) 0.125(R) | 0.016 (S) | 0.094 (R) 4 (I
Opérateur 2 0.38 (S) 0.125 (R) 0.012 (S) | 0.094 (R) 4 ()
Opérateur 3 0.38 (S) 0.094 (R) 0.012 (S) 0.032 (R) 4 ()
Opérateur 4 0.38 (S) 0.125(R) | 0.016 (S) | 0.094 (R) 6 ()
Opérateur 5 0.38 (S) 0.125 (R) 0.012 (S) 0.032 (R) 4 (1)
% écart lecture 0 20 20
% concordance seuil
nterprétation 100 100 100 100 100

Tableau 6 : variabilité inter-opérateur pour la souche ATCC C.glabrata
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Opérateur 1 075 (S) | 0.125(R) | >32(R) | 0.016 (S) | 0.25(S)

Opérateur 2 0.38 (S) | 0125(R) | >32(R) | 0.023(S) | 0.25(S)

Opérateur 3 050 (S) | 0.094(R) | >32(R) | 0.023(S) | 0.25(S)

Opérateur 4 050 (S) | 0.125(R) | >32(R) | 0.016 (S) | 0.25(S)

Opérateur 5 050 (S) | 0.125(R) | >32(R) | 0.023(S) | 0.25(S)

100 100 100 100

% écart lecture 20 0

% concordance seuil

interprétation

Tableau 7 : variabilité inter-opérateur pour la souche ATCC C.glabrata

Les résultats indiquent que I'écart de lecture par chaque opérateur est significatif pour
certains Etest. Cependant, le pourcentage consécutif a la lecture correspondant au seuil
d’interprétation est concordant. Le résultat de lecture des CMI est compris dans les zones
de catégorisation (S, | ou R), il reste inchangé. Les variations de lectures inter-opérateur
n’ont pas d'influence sur le résultat de I'interprétation de I'antifongigramme et sur la prise en
charge thérapeutique du patient.
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4.4 Agir (ACT)

Les résultats de cette étude qui porte sur la mise en place d’'un CIQ pour les
antifongigrammes mettent I'accent sur la nécessité d'une formation adéquate et continue du
personnel de laboratoire notamment sur les regles de lecture des CMI. De plus, une
participation réguliere aux contrbles de qualité internes permettrait de minimiser les
discordances et d’améliorer la fiabilité des résultats. Pour cela, il est important de mettre en
place un indicateur qualité dont je serai le pilote. Cet indicateur sera la lecture d’'un test de
lecture de CIQ pour chaque technicien au poste de travail a intervalle régulier (non défini
pour l'instant) selon les mémes modalités du §84.3.2. Ainsi les résultats obtenus pourront étre
comparés aux résultats du test de lecture initial. Cela permettra de vérifier la présence ou

non d'une dérive de lecture et de suivre également 'amélioration de notre pratique.

Il sera également possible d'envisager ce test de lecture comme un critére de maintien

d’habilitation pour chaque technicien.
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CONCLUSION

L'objectif de ce travail était de mettre en place un systeme de CIQ dans le cadre
d’une analyse qualitative importante en routine mais peu demandée (13 demandes par mois
en moyenne). La demande d’antifongigramme est en effet rajoutée la plupart du temps par le

biologiste en fonction du contexte clinico-biologique du patient.

La difficulté principale de la mise en place de CIQ sur une méthode qualitative
consiste a bien adapter le choix et la fréquence de ces CIQ en fonction de I'analyse de
risques 5M, surtout ceux liés a la main d’ceuvre. En effet, la fiabilité des résultats rendus
repose essentiellement sur le résultat de la lecture des CMI de chaque personnel. Aussi, le
maintien des compétences du personnel habilité sera un point sensible pour cette méthode

des antifongigrammes.

Afin de garantir de facon pérenne la fiabilité des résultats, il est important de réaliser des

tests de lectures a fréquences réguliéres.

Dans la logique des exigences normatives et 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.

Ce mémoire m’'a permis de mettre en place un projet au sein de ma structure en
utilisant divers outils qui m'ont été enseignés durant cette année (diagramme d’Ishikawa,
roue de Deming...). De plus, I'élaboration de ce mémoire a été tres enrichissante sur le plan

personnel.
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Résumé

Les CIQ s'inscrivent dans une démarche de vérification et d’amélioration continue
des performances des processus analytiques. En d’autres termes, ils englobent I'ensemble
des procédures permettant de surveiller en permanence et de maniere indépendante la
reproductibilité des méthodes de réalisation des examens de biologie et la fiabilité des
résultats obtenus, mais aussi de déceler les erreurs du processus analytique, de les corriger

et de les prévenir (selon le chapitre 5.6 de la norme NF EN I1SO 15189).

La méthode des antifongigrammes a pour but de déterminer la Concentration
Minimale Inhibitrice (CMI) d'une souche fongique vis-a-vis de divers antifongiques. La
fiabilité d’un antifongigramme est influencée par de nombreux parametres qui doivent étre
rigoureusement contrélés. Ce mémoire a pour objectif la mise en place d’'un CIQ pour la

méthode des antifongigrammes.

Pour chaque étape de la méthode des antifongigrammes, il a donc été réalisé une
analyse de risques par la méthode des 5M et une cotation afin d'identifier et de hiérarchiser
les points critiques de chaque étape. Sur la base de ces données, il a été défini des moyens
de maitrise a mettre en place. Cette mise en place a été planifiée et I'efficacité des actions a

été évaluée a priori.

L’'analyse de ces résultats nous a démontré que I'habilitation du personnel est un

point clef dans la maitrise du processus.
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MYCOLOGIE - PARASITOLOGIE
Responsable : Alexandre ALANIO

DEPARTEMENT GENOMIQUE DES TUMEURS SOLIDES
Responsable : Samia MOURAH

PHARMACOGENOMIQUE ONCOLOGIE MOLECULAIRE
Responsable : Samia MOURAH Responsable : Jacqueline LEHMANN-CHE

‘GENOMIQUE DES TUMEURS SOLIDES

ACCUEIL CENTRALISE DE BIOLOGIE ET DIAGNOSTIC BIOLOGIQUE AUTOMATISE (DBA) RECEPTION CENTRALISEE DE BIOLOGIE (RCB)
Responsable : Marc CHEVRIER Responsatile - lulien FONSART
IMMUNOLOGIE-HISTOCOMPATIBILITE GENETIQUE NEUROVASCULAIRE
Respansable : Sophie CAILLAT-ZUCMAN Responsable : Elisabath TOURNIER -LASSERVE

La version électronique du formulaire vierge (SLL-B2P-POLE-DE-001_V12) est indexée dans le logiciel KaliLab et constitue la version de Page n

référence. Une fois complété, ce formulaire devient un enregistrement dont l'ndexation dans le systéme de gestion documentaire est
facultative mais dont les modalités de classement, de conservation et d'archivage doivent éire maitrisées.
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ORGANIGRAMME HIERARCHIQUE ET FONCTIONNEL

STRUCTURE SLD : PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE
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Unité de prélévements ‘: Policlinique de dermatologie
Benderdouche Mazouz (PA)

Mingui Anselme (PA)

Techniciens : Bui Julie, Coulibaly Toumany, Da Silva Elodie,
Demeulenzere Isabelle, Miquelis Véronique, Pautet Thierry,
Payet Eliane, Siby-Diakite Dieyenaba, Seng Sarah

/
o/

AGENTS LOGISTIQUES ~ ACCUEIL SECRETARIAT Agents d'accueil : Abbas Karim, Aime loelle, Cadule Maria,
Viaux Julien Cazaux Caroline Sandlar Patricia, Travignet Gilles, Abou-Abdallah Bilel,
Vissicchio Bruno Garrigou Sylvie Legrand Marie-Laure
TECHMNICIENS BIOLOGISTES REFERENTS Hiérarchie Hiérarchie Liaisons
DE LABORATOIRE MEDICALE D Parameédicale Médicale <% Transversales
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Candida spp. EUCAST Antifungal Clinical Breakpoint Table v. 9.0 valid from 2018-02-12

MIC method [EUCAST standardised broth microdilution method)

Medium: FPMIE40-232 glucose, MOPS buffer

Inoculum: Final 0.5:10° - 2.5:410° cfulml

Incubation: 15-2dh

Reading: Spectrophatometric, complete (> 3024 inhibition far amphatericin B but S0 growth inhibition for other

compounds

MIC breakpoint {mgiL})
Antifungal agent C. albicans C. dubliniensis C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis C. guilliermondii ”o"l;fE:::;;z_]' ated

5=z R> S R> Sz R>» S= R> Sz R> S= R> Sz R> 5=z R=

Amphotericin B 1 1 IE IE 1 1 1 1 1 1 1 1 IE IE IE IE
Anidulafungin 0.032 0.032 IE IE 0.064 0.064 0.064 0.064 0.002 4 0.064 0.064 IE? IE? IE IE
Caspofungin Maote® Mote® IE IE Maote® Mote® Mote® Mote® Mote® Maote® Mote® Mote® IE? IE2 IE IE
Fluconazole 2 4 IE IE 0.002 32 - - 2 4 2 4 IE? IE? 2 4
Isavuconazole IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE IE
ltraconazole 0.064 0.064 0.064 0.064 IE? IE? IE? IE? 0125 0125 0.125 0125 IE? IE? IE IE
Micafungin 0.018 0.016 IE IE 0.032 0.032 IE* IE* 0.002 2 IE* IE* IE* IE* IE IE
Posaconazole 0.064 0.064 0.064 0.064 IE* IE* IE? IE? 0.064 0.064 0.064 0.064 IE? IE* IE IE
Voriconazole® 0.064° 0.25° 0.064 025 IE IE IE IE 0.125° 0.25° 0.125° 0.25° IE? IE? IE IE
Notes

1. Mon-species related breakpoints have been determined mainly on the basis of PKJPD data and are independent of MIC distributions of specific species. They are for use only for organisms that do not
have specific breakpoints.

2. The ECOFFs for these species are in general higher than for C. albicans.

3. Isolates that are susceptible to anidulafungin as well as micafungin should be considered susceptible to caspofungin, until caspofungin breakpoints have been established. Similarly, C. parapsilosis
isolates intermediate to anidulafungin and micafungin can be regarded intermediate to caspofungin. EUCAST breakpoints have not yet been established for caspofungin, due to significant inter-laboratory
variation in MIC ranges for caspofungin.

4. MICs for C. tropicalis are 1-2 two-fold dilution steps higher than for C. albicans and C. glabrata . In the clinical study successful outcome was numerically slightly lower for C. tropicalis than for C. albicans
at both dosages (100 and 150 mg daily). However, the difference was not significant and whether it translates into a relevant clinical difference is unknown. MICs for C. krugsei are approximately three two-fold
dilution steps higher than those for C. albicans and, similarly, those for C. guilliermondii are approximately eight two-fold dilutions higher. In addition, only a small number of cases involved these species in
the clinical trials. This means there is insufficient evidence to indicate whether the wild-type population of these pathogens can be considered susceptible to micafungin.

5. Strains with MIC values above the S/ breakpoint are rare or not yet reported. The identification and antifungal susceptibility tests on any such isolate must be repeated and ifthe result is confirmed the
isolate sentto a reference laboratory. Until there is evidence regarding clinical response for confirmed isolates with MIC above the current resistant breakpoint they should be reported resistant. A clinical
response of 76% was achieved in infections caused by the species listed below when MICs were lower than or equal to the epidemiological cut-offs. Therefore, wild type populations of C. albicans. C.
dubliniensis, C. parapsilosis and C. tropicalis are considered susceptible.

6. For Candida the intermediate category is infroduced to acknowledge that the increased exposure obtained by iv dosing is sufficient (potentially confirmed by TDM).
There is not enough information available for the response to voriconazole of infections caused by Candida isolates with higher MICs.
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Tableau 11 : Profil de sensibilité des levares aux antifongiques
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2 DOMAINE D°APPLICATION..
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4 DEFINITIONS.... 3
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6.2 QUi BST COMTEITIE P Lot coe oo ces oo cee e o sasces e s oo e 5

6.3 Quels sontles risques encowrus ?

6.4 (Gestion des risgues.
6.5 |dentifiation des risques dans unlaboratoire de biologie médicale. ..o 8

-

GESTION DES RISQUES ET VIGILANCES AU LABORATORE B2P..iscsss s sssssssssssssssssns 9
7.1 ldentifierles fsgues 1]

7.2 Evaluerla critidté des risgues
7.3 Evaluerle niveauw de Maitise 085 MSGUES. ... cooooeeeeeee oo e meeeee e e eeees e sm s e 13
7.4 Analyserla nécessité de mettre en place des actions de Maitise. .......ooooooeeeceeeeens

7.5 Représenter visuellement le nombre de risgues, leur criticité et leur niveau de maitrise.

7.6 |dentifiation et MEitrise 0es rEgUES TRaMEVETSALK .cvevevs v e s eeeesessesessesssss e s sensenes seseesans
7.7 Déploiement 2015-2018 de la gestion des risques a I'échelle des structures et du LEM B2P 19

Les modifications apportées 2 Ia version précédente sont identifiées par le symbole B

1 OBJET DE LAPROCEDURE

La présente procédure décrit les dispositions prises par le laboratoire BZP [LEM B2P) pour assurer
fidentification et la maftrise des risques inhérents & chacun de ses processus. Ele définitles
responsabilités au sein du laboratoire en termes de contrdles nécessaires 3 févaluation de défailances
potentiglies pouvant avoir un impact sur la qualité des résultats des examens de biokgie médicale.

2 DOMAINE D'APPLICATION

Cette procédure ='applique
»  Au biologiste-responsable du LBM B2P |
Aux responsables qualité et adjoint(s) ;
Pux responsables informatique et métrologie et adoint(s) ;
Aux responsables des structures (chefs de services) ;
Aux référents qualité, informatique, métrologie des structures ;
Aux pilotes de processus |
Aux réferents hygiéne des structures ;
Aux cadres des structures |
Aux biologistes et pathologistes |
Au responsable des audits intefnes et aux auditeurs internes.

Note1 :

Conformément a la répense faite 4 la fiche d'écart non critique n*3 d'aril 2016 (surveilance 52), Ia liste
de diffusion avec demaride de validation de Fattestation de lecture de cette procédure générale dans le
logiciel KaliLab a &t€ volontairement restreinte. Cette liste de diffusion est consultable dans KaliLab.

Cette procédure générale étant disponible dans la base documentaire de 1'ensemble des
structures du LBEM B2P, toute personne du laboratoire peut en prendre connaissance.

Page 1/19
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AT LGUS Identifier et maitriser les risques du laboratoire B2P

3 DOCUMENTS DE REFERENCE ET DOCUMENTS ASSOCIES

3.1 Documents de référence

NORME MF EN IS0 15188 : 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 [pertée b)
des méthodes en bickegie médicals ».

3.2 Documents associés

Les documents associés 3 cette procddure sont ligs informatiquement dans KaliLab et sont visibles
dans fonglet « Informations supplémentaires », rubrique « Documents joints ».

3.3 Personnesconcernées

Cette procédurs concerne fensemble du persennel du LBM B2P.

4 DEFINITIONS

5 EXIGENCES REGLEMENTAIRES ET NORMATIVES

Accident : événement ou suite d'éwenements méfastes, entrainant des dommages notamment
corporels, parfois mortels.

Détection : évaluation de |3 probabiltd que les contrdles détectzront la cause d'une défailance ou la
défailance elle-méme.

Effet : conséquence défavorable que les personnes pourraient subir

Evénement indésirable : changement non seuhaité affectant le déroulement d'un processus
Incident : &vénement dégradantn'entrainant pas de dommages corporels, mais susceptible d'étre
considéréscomme précurseur 4 accident

Non-conformité : non-satisfaction & une exigence spéciiée.

Occurrence : évaluation de Fapparition d'une défailance particuliére,

Severité (gravite) : evaluation de fimportance de feffet de la défaillance potentiglie.

Page 319

5.1 Norme NFENISO 15189:2012

4145 Gestion des risques

Le laDoratoee 00T Svaler [IMpAct 088 DOCeIsUS O Uavid of Jefadances pOtenteles suf 13 MCLT8 Jos
resuitats des examens of doft modier ks PrOCessUS PO rédure ou dhmner les eques dentbes, of
Socumenier b SHCRMoNS ol BCHons Mondes.

5.2 Document SHGTAO1

4146 Gestion des rmques

Pour (2] r &l &n particuber celles du § 4 14 6 de la norme NF
EN 150 15189, nmmmmmmmmmmu
MSQUES POtenDets I0entnes La geshon des Msques 08 CNague DIOCESSUS COMpOne Dluseurs.

étapes

- Nidentfication des nsques polenbeds

- Nestmation du nsque (gravité el réquence)
- la mallrise du nsque

anmmmmmwmmmowmm
des résultats trop tardés, Inexacts ou accompagnés dune emonéde pouvant
avosr Un Impsact sur ke EQROSDc ou e ratement médical

Lidentificaion des nsques peul dire effechuée 4 partr de MNélude de Mdtendue des non-

m-mmmm pouvent dlre soll & pars
s analyses de { mm : U, ). Soit & parte o létune
ITANUUE 8 s e étapes sersibles Ors o8 T

mnmwsnn?.mnm REAUCHION MeMeurs. par Qestion
dhu Fesquar 6F SmeoraBon Continue »)

L'eStmanon du Msqus permiet e hibrarchiser / pronser s actions de maitnse 3 motre on

anmmmmtmtmma’mm plans J achon
]

La gestion des nsques est un ddment dentrée de la revue 0o drection
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5.3 Document SH GTAO1

8 GESTION DES RISQUES

La maitnse des nsques dans ke cadre de la vénfication / 1 de ad
wentfier les crtéres de qualté de la méthode of les Mapes cniques de la phase analytque 3
maltnser. La méthode des SM pourra dtre obbsde en envisageant lous les ponits cnbques
concermant les locaux el condions emvironnementales (agencement, lempérature, ), les
réactifs (préparation, vanations. lot & lot ol stabiité), les équipements (respect des modes

alowres e  instruchons . mamnienance_ racoordement
meétrologeque ), ke personnel (formafion, évaluabon des compétences), la méthode (criéres
de performance pslessé. mcerttudes. mierférences ). sans néghger les criéres
de qualdé des échanbllons

6 RISQUES ET GESTION DES RISQUES EN LABORATOIREDEBIOLOGIE
MEDICALE

6.1 Qu’est-ce qu'un risque ?

Un risque est une situstion non souhaitde ayant des conségquences négatives résultant de la survenue
d'un ou plusieurs événements dent foccurrence et incertaine (ANAES). Il g'agit d'un &vénement
entravant la mission qui consiste & assurer des soins de qualité aux personnes en toute sécurité. Dans
un laboratoire de biokgie médicale, ke risgue potentis| est de fournir des résultats erronés, trop tardis,
inexacts cu accompagnés d'une interprétation inappropriée pouvant avoir un impact sur le disgnostic ou
le traitement médical.

6.2 Quiestconcerné 7

» Les patients, prescripteurs et autres clients du LBM ;
« Lepersomneldu LEM ;
» Lerwironnement.

6.3 Quels sont les risques encoums ?
Il existe delx grands types de risques | les risquas réglementés atles risques non réglementés.

6.3.1. Les risques « réglementés »

Les risques réglementés sont liés & fincendie, & la construction, au risque infectieus, chimique,
radioactif, aux dispositifs, efc...

Ces risques sont gérés par les établissements dans ke cadre d'une sécurité réglementaire organisée
(ex: CLIN, vigilances...). Il ¥'agit d'une &tape Egale indispensable. Une gestion optimale de ces risques
réglementés n'entraine pas pour autant fabsence de risque car ils ne représentent que 4% des risques
d'un fétablissement.

Les vigilances sanitaires permettent de surveiller les risques dincidents ou deffets indésirables liés aux
produits de 5ant aprés leur mise sur ke marché. Elles concourant & assurer ung veille sanitaire par un
processus continu de recuell, denregistrement, didentification,.de tratement, d'évaluation et
dinvestigation des événements indésirables liés 3 futiisation des produits de santé afin d'optimiser leur
sécurité demploi.

L3 loi pose notamment le principe général de déclaration par les professionnels et les &tablizsements
de santé desdifférents types d'événements indésirables. Déclarer les effets indésirables et les incidents
constatés permat d'appréhenderau plus vite le profilde s2curité d'un produt, et de renforcer la sécurité
sanitaire des patients, et d'améliorer les pratiques de gestion du risque.

Le Iaboratoire peut étre confronté aux vigilances suivantas |

» Identitovigilance ; systéme de surveilance et de gestion des risques et erreurs liés 3
fidentification des patients ;

« Infectiovigilance : ensemble des mesures spécifiques de surveilance, de prévention et de
maitrise des infections neaccomiales |

» Matériovigilance : lle a pour objet la surveilance des incidents ou des risques dincidents
résultant de futiisation des dispositifs médicaux. Cn entend par dispositif médical tout
instrument, appareil, &quipement, matiére, produit, & fexception des produits d'origine humaine
ou autre articl utilis2 seul ou en association, y compris les accesseires et logiciels intervenant
dans son fonctionnement, desting par ke fabricant & étre utilisé chez fhomme 2 des fins
médicales et dont faction principale woulue n'sst pas obtenue par des moyens
pharmaceutiques ou immunclegiques ni par métabolisme, mais dont la fonction peut étre
assistée par da tels moyens |

« ' Radioprotection : elle désigne fensemble des mesures destinées & prévenir ou & réduire les
effets des rayons icnisants afin de protéger les populations et les travailleurs qui y sont
exposés, Cas mesures ne se imitent pas 2 la protection des personnes, elles tiennent aussi en
compte fenvironnement dans lequel elles évoluent ;

+ Réactovigilance : ele consiste en la surveilance et févaluation des incidents et risques
d'incidents résultant de futilisation d'un dispositif médical de diagnastic in vitro {voir procédures
qgénérales SLL-B2P-QUAL-PG-00T et SLL-B2P-INF-PG-001).
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« Toxicovigilance : elle a pour objet I3 surveillance des effets toxiques pour fhomme 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 &t& &tablie pour réagir au
plus vite 8 tout événement indésirable grave concarnant les vigilances (voir decument SLL-B2ZP-QUAL-
DX-081).

6.3.2. Les risques « non reglementes »

COubli, maladresse, qualification incertaine, erreur, accident (chute), recopiage, transcription verbale,
maheilance, non encadrement des juniors, absence de protocole, procédurs non respectée, défaut de
consentement, suivi défectuew, charge de travail, réactifs périméss. .

Cesrisques ontun impact sur la qualité des résultats | variations pré-anahytiques, per-analytiques, post-
analytique.

6.4 Gestion des risques

6.4.1 Genéralités

La gestion des risques consiste & maitriser les risques avérés et prévenir les risques potentists. Elle
vise & réduire les risques de survenue d'évériements indésirables ou d'accidents concernant kes
patients ou le personnel. Elle permet 3 fétablissement de continuer 2 fonctionner.

L'évzluation et I3 maitrise des risques fait partie intégrante des responsabilités d'un directeur de
laboratoire. Par exemple, fanalyse des risques d'srreurs concarnant les résultats d'examens de bickgie
médicale fournis, potentizliement délgtéres pour la prise en charge des patients, doit avoir &2 conduite
et les mesures nécessaires 3 leur prévention mises en ceuvre,

Pour prévenir les risques en laboratoire de bickgie médicale, deux approches sont possibles ©
o La prévention secondaire, fate a posteriorf (ou réactive) @ elle permet, en présence
d'événements indésirables qui sont survenus, de sinterroger sur ce quiil S'est passé |
o Laprévention primaire quiest faite a priori{ou proactive) : elle permet de se demander ce qui
pourrait mal s2 passer et d’anticiper au maximum la survenue d'événements indésirables.

Les deux approches sont & combiner car il est important d'analyser le passé (spproche a
posteriori), mais aussi didentifier les risques potentiels (approche a prior).

G6.4.2 Les differentes étapes de la gestion des risques

La gestion des risques dans un laboratoire de bickgie médicak comporte plusieurs étapes
représentées dans |a figure 1.

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

Lefficacité dela prévention doit &tre &valuge par finventaire périodique des risques résidusls, voire de
nouveaux risques & prendre en compte, et les stratdgies de prévention régulidrement réadaptés &
févolution de ces donnéss {application du principe &' amélioration continue au domaine de la prévention
des risques).

6.5 Identification des risques dans un laborateire de biclogie
médicale
Les risques et leurs origines peuvent &tre identifiés par la méthode des 5M, puis leur criticité est
évaluée par la méthode AMDEC.

Les risques potentiels peuvent étre décrits 3 faide du graphe d'ISHIKAWA |méthodedes 5 M) :

o Main d'ceuvre © erreur humaine, parsonns incompétents ou pas suffisamment formée,
parsonne non habilités ;

o Méthode @ inexistante, documents pas adaptés, responsabilités mal définies (Ia fagon de faire,
orale et écrite, procédure, instruction. .} ;

o Matériel : déréglé, endommagé, non adapté, maintenances non effectuées (&quipement,
maching, patit matérizux, systémes dinformation,..) ;

o Matiére : non conforme, manguant, pas adapté (consommable, échantilen biclegique,...) ;

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

On peut sjouter un 88me « M » 3 fanalyse pour Management.
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7 GESTIONDES RISQUES ET VIGILANCES AU LABORATOIREB2P

L'étude des risques au laboratoire Sinscrit dans e cadre dela démarche qualité exigée par Ia norme NF
EN ISD 15189 : 2012 jvoir § 5 de catte procédurs). Elle permet de ne rien négliger, d'anticipar
d'éventuslles défaillances qui pourraient conduire 8 une incapacité partielle voire totale de produire un
résultat d'examen fiable et de qualité. Pour répondre aux exigences de la norme NF EN 150 15188,
fanafyse des risques doit se faire 8 plusielirs niveau :
o A féchelle du laboratoire. Pourchacun des processus du LEM B2P, les risques sont identifiés,
leur criticité et % leur niveals de maitrise &valués et pour les risques les plus critiques, des
actions de maitrise doivent étre proposées et suiviss.

Les pilotes de processus initient et guident la description des risques inhérents a leur
processus mais il est du devoir de chague membre du personnel de leur faire part d'un
risque qu'il aurait identifié lors d’une situation / source particuliére.
L'identification des risques ¥ transversaux, de leur criticité et de leur niveau de maifrise est
intégrée dans les fiches processus.

% A-noter que |a gestion des risques et vigilances fait elle-méme fobjet d’'un processus (M4 - Gestion
des risques et vigilanoes).

e A fachele des structurss ol les risques doivent &galement étre identifiés, par exemple par
fanglyse des non-conformités. La gestion des risques du processus P2-Analytique fait
désormais partie intégrante des dossiers de vérification / validation de méthode (voir proceédure
genérale SLL-B2P-ANA-PG-005).

7.1 Identifier les risques

De nombreuses situations permettent didentifier les risques a prioriou a posterion. Quekjues exemples
(listes non exhaustives) sont donnés ci-dessous.

7.1.1. Situations / sources permettant d'identifierun rizque # posterior’

Elles sont multiples :

Non-conformitas ;

Réclamations et événements indésirables ;
Audits internes et externes |

Document Unique des risques professionnels |
Accidents du travail

Indicateurs qualité ;

Enquétes de satisfaction ;

Autres.

7.1.2. Situations / sources permettant d'identifierun risque & prior

Lidentification des risques est faite avant qus ceux-ci n'aient eu lisu. Cette Svaluation peut provenir de
sources diverses :

Ecart Cofrac obtenu par un autre LEM
Congrés ;

Réunion interne ou extarne au LBM B2P ;
Formation interne ou externe-au-LEM B2F;
Etude minutieuse d’un processus ;
Suggestions du personnsl;

Autres.
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7.2 Evaluer la criticité des risques
L'évaluation des risques passe par la détermination d'un indice de criticits.
Lindice de criticité d'un risque (C) est:
- Pour un risque identifié a posteriori: le produit de 3 Fréquence F (voir tableau 1) et de 53
Gravité G (voir tableau 2)

- Pourun risque identffié a priori: la fréquence estremplacée par |a Probabilité d’Occurrence.
Pour simplifier, cette probabilité d'occurrence est sussi désignés par la lettre F.

Lacriticité d’un risque est ainsi définie par le produitde Ia fréquence (ou probabilité d'eccurrence) par la
gravité :

C=FxG

Une cotation de 1 8 5 est attribués 3 chaque paramétre.

(;_I's..”@ s Identifier et maitriser les risques du laboratoire B2P
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Gravité Signification Cotation

Condutt 3 des événements indésirables non graves.

Impact mineursur bz rendu des résultats etle SMLO sans préjudices
zurla prise en charge du patient ou e patient lukméms.
Mineure Sans effet zsurls peformance, les processus, |a powrsuie de Factiuté 1
ou la sécunté.
Incident du travail,

Condutt 3 dez EvEnementz indézirables non graves.

® Impact sur ke rendu des résultats (examen oublié, emeur,
retard, .. ) ayant uneffetsignificatf surla pree encharge du patient,
mMElE Sans congequence grave pour ke patent.

Significate Effet ne remettant pas en cause ke fonctionnement du processus. 2
Atteints zupericielle, santiment dinzécurts .
Dégradations minsures.

Accident du travail sans amét,

Fréquence Signification Cotation
Trés rare Maoins de 1fois paran 1
Rare 133 foi paran 2
Peu fréquernis 4312 forsparan 3
Fréquente 13350 fosparan 4
Trés fréquerte > 5 fors paran 5

Condutta des événaments indéziriables de gravité intermadiaies.
® Impact sur ke rendu des résultats fexamen oublié, emeur,
retard,.. ) @yant une conséquence grave gur la prse en charge du
patent (report dintervention “chirurgicale, prolongation
Grave d’hospitalisation, traitement médicamentewux inadapté, transfert non 3
prévu en réanimation) etiou e patient lukméme (perte de fonction
transitaire).

Amét temporaire de Factvité avec solution de remplacement.
Amét de traval § 2 Tours

Tableau 1 : Détermination de I3 fréquence d'un risque

Condutt 3 des €vénementz indEsrables graves.

® Impact sur'le rendu des résultats (examen oublié, emeur,
retard, . Javec ayant des consdquences crtiquas surls prise en
charge du patient (trateme rt médicamenteuxinadapt, réinte ruenton
chirurgicale,.. ) et'ou le patient lurméme (pronostic vital engage,
Critique zequelles, retentiesemeant zur la vie quotidienne, incapacts pariells 4
permanente).

Dégradation permanentz de factwité avec impact sur les
performances et la sécunté

Degradation de matenel de valeur.

Amét de travail » 2 1jours.

Condutt 3 des EvEnemeants indésirables non graves.

% Impact sur ke rendu des résultats (examen oublié, emeur,
retard,...) avec déces, séquelles graves mSvermibles, invaldis
permangnte. 5
Amt de Factivitd sans solution dz remplacement.

Dégradation majzure ne permettant pas de éaliser Factivitd.
Amét du travail en entrainant ke décés ou des séquelles graves
imEversibles.

Catastrophiqus
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La criticité C du risque est slors égale 3
C = cotation frequence ou probabilité d’occurrence F x cotation gravité G

Selon 53 valeur, catte criticité peut étre faible (1 &< 4), modérée (4 3 < 10) ou &levée (= 10) (Figure 3).

N
1 1
2| 2
1| 3
L] 4
5| 5

Figure 2 : Criticité d’un risque.
Sefonsa vafeur, Iz criticité o'un risque peut étre faible (en vert), modérée {en orange) ou élevée (en
rouge).

7.3 % Evaluerle nivean de maitrise des risques

Le niveau de maitrise des risques doit étre évalug ;
« Lors defidentification d'un risque, en fonctien de la mise en place ou non d'un plan d'action ;
»  Alafin dudélai du plan d'action pour les risquas 3 criticité modérée ou élevée. Cette &valuation
permet de verifier que les actions ont été efficaces ;
& Aumeins une fois par an pour tous les risques et ce quelle que soit 13 criticité initiale.
Le niveau de maitrise est &valug par 13 cellule qualité du Pdle 3 partir des informations de gravité &t
fréquence transmises par les structures
L'gchelle choisie pour évaluer ke nivesu de maitrise d'un risque est celle que ke GH utilise pour Iz
gestion des risques des processus dans le cadre de démarche de certification.

Gi'sf.”ms Identifier et maitriser les risques du laboratoire B2P
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Le niveau de maitrise d'un risque est de 1 3 5 selon le tableau ci-aprés (Tableau 3)

Niveau Descriptionsynthétique
On decouvre e neque : pland action non redigé, sucune action nest en place. Tu
Nrveau 1 plan d’action rédigé avec quelgues actionzeffeciuéss, mae celles-cizont inefficaces

(il faut donc révizer ke plan d'action).

Un est en alerte . plan daction rdigé mak aucune action nest en cours ou

Niveau 2 effectuée.
Niveau 3 Unaorganes : plan daction redige, actions en cours ou effectuses, mas pasz
d'évaluation de fefficacité des actions
] On a tout préw : plan dachonen place avecindicae urs). Evaluaton de Tefficacte
Niveau 4 nitize
) On satt fare, bonne maitnse du meque : plan daction sun, veillle, controle,
Niveau 5

amélioration continue.
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T.4 Analyser la nécessité de mettre en place des actions de maitrise

% En fonction de Ia gravité etiou de Ia criticité dun risgue, des actions destinéss 3 |a maitrise de ce
rizgue peuvent/doivent étre mises en place. Tout risque présentant une cotation C = 10 ou une gravité
G =5 doit obligatoirement faire fobjet d'une action curative immédiate pour les risques a posterioriet de
la mise en ceuvre d'un plan d'action (actions correctives etiou préventives) dans les délais les plus brefs
{Tableau 4).

Necessziteé de metire en place des actions de maitrize [actions

Gravité et criticité curatives | correctives / préventives) et délal de cette miseen place

Gravité 1 3 4 et

criticité faible (1 3 < 4) Risque acceptable ne nécessitant aucune action particulire.

B Gravité 124 et Fizque indésirable mais aszez bien maitnzé ne nécessitant aucune

criticité modérée (4 a 9) et
niveau de maitrise 3 a 5

action particuliére.

# Gravité égale 3 5 ou | Risque Inacceptable suffisamment maitnsé
criticité élevée (2 10) et | Ne nécessite en général aucune action supplémentaire que celles déjg
niveau de maitrise 4 3 5 | existantes
Fizque ind&sirable non sut MEtnEs
% Gravite 1 a4 et Mecessite obligaioirement la mise en ceuvre d'une action ou d'un plan
criticité modérée (4 a 9) et | d'action ( ves immediates pourles neques = postenon, puis
niveau de maitrise 134 2 cti [ 8 posisnon Sventives pourles rsques 2

prion]. Les actions sont & effectuer dans les § mos.

Tableau 4 - Criticité et nécessité de metire en place des actions correctives etlou préventives

7.5 % Représenter visuellement le nombre de risques, leur criticité
et leur niveau de maitrise

Chaque risque identifié (pour un processus transversal ou dans une structure du LEM) peut ensuite
figurer dans une grille « Criticité/niveau de maitrise des risquas » (Figure 3) :
Niveau de maitrise

1 2 3 4 il

Ex-R3. R4

Criticité

Figure 3 : Grilfe Criticité / niveau de maitrise
Chague risque est identifié par une fetire et un chiffre (R1, R2,...). Il est enswite inscrit dans la case
corresponogme a flavakur de son niveau de maiirise (en abscisse) ef de sa criticité (en ordonnée).
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Cette grile est un outil faciitant le bilan annuel de |a gestion des risques. En effet, d'une année sur
Fautre, elle permet dobserver
- Sile niveau de maitrise des risquas sugments ; ils se déplacent alorsdans a grille degauche 3
drofte ;
- &ila criticité des risquas diminue du fait de leur maitrise (essentiellement suite 3 la diminution
de leur fréquence) ; les risques se déplacent alors de haut en bas dans la grille.

7.6 "% Identification et maitrise des risques transversaux

Lidentification des risques de chague prooessus est intégrée 3 chaque fiche processls. Les risques
majeurs sont identifiés dans un tableau qui comprend les colonnes suivantes :

¢ Code du risque : dans cette colonne, chaque risqus est identifié par.un code comprenant ke
numéro du processus (P1, M3, 85,..) etle numéro du risque qui Sincrémente (R1, R2, R3...).
Par exemple, pour le processus P2 - Analytique, au fur et 8 mesure de leur description, les
risques sont codés comme suit : P2/ R1, P2/ R2, P2/ R3...

« Conséquence avérée : décrire ce qui 2 &té observe (par exemple, « Erreur de saisie manuelle
d'un résuttat ») ;

s Risque induit : incidence du risque sur la qualitd des prestations du LEM 2 court, moyen et
long terme (par exemple, pour la conséquence « Erreur de saisie manuslle d'un résultat », ke
risque induit est « Rendre un résultat errong ») ;

« Date d'identification du risque: date de Iz description de Iz nen-conformitd
correspondante, ... i cette date est inconnue, mettre la date de description du risque ;
Risque détecté a priori ou a posteriori : mettre a priori, a posteriori ...

Fréquence : 3 évaluer de 1 3 53lon ke tableau 1 (voir note 2) ;

Gravité : & évaluer de 1 3 5:52lon ke tableau 2 (voir note 2);

Criticité : faire ke produit fréquence x gravitd (voir note 2);

Niveau de maitrise ;& évalusr de 1 2 5 selon ke tableau 3

Dispositif de maitrise : ke décrire. Si le plan d'action a ét€ intégreé & une fiche qualité dans
KaliLab, meftre le numére de la fiche. Siun document fait partie de la maitrise du risque, meftre
si possible 53 référence ;

+« Commentaire : mettre touts remarque jugée utile.

Les identfiants des risques (P2 / R1, P2/ R2, P2/ R3,...) sont ensuite reportés dans la grile
« Criticité/niveau de maitrise des risques » (Figure 3).

Note 2 :

Dans la premigre ou les deux premiéres versions des fiches processus, la description des risques d'un
processus mest pas forcément compléte. Les risques sont listés, mais leur criticit, niveau de maitrise
et moyens de maitrise ne sont pas forcément décrits.

En effet, pour les risques applicables & plusieurs structures, il convient d'estimer la fréquence et la
gravité du risque dans chaque structure concarnée, puis oelles du risque transversal 3 Fachelle du LBM.
En effet, par exemple, pour un risque s produizant 4 & 12 fois par an (F=3) dans la structure 4,133
fois par an (F=2) dans les structures B et C, alors ce risque se produit jusqu'a 12+3+3 =18 fois dans ke
LBM B2P, soit d'aprés e tableau 1, une fréquence estimée 3 4. 5ica risque a une gravitd G=2 dans la
structure A, G=4 dans la structure B et G=2 dans la structure C, alors la gravité du risque transversal
correspond & lagravité la plus élevée (Cest-3-dire 4 ici). La criticité du risque transversal est alors égalke
8 3xd, soit 12

Le niveau de maitrise est également évalué dans chaque structure st le niveau de maitrise du risque
transversal & féchelle du LEM correspond au niveau de maitrise ke plus faible déterming dans les
structures.

Il est & noter que catte approche de caloul de la criticte et du niveau de maitrise n'a pas encore débutée
et sera mise en ceuvre en 2017.

Note 3 -

Lors de Fidentification d'un nouveau risque, ke pilote de processus peut décider de créer une nouvelle
version de la fiche processusetintégrer ke nouvealrisque au tableau de description des risques. Pour
&viter de créer frop souvent des nouvelles versions de Is fiche de son processus, il peut aussi noter en
« Commentaire » en bas de la fiche processis Ia description du nouveau risque. Quand il ke juge
opportun, il déclenche une mise 8 jour de la fiche et intégre fensemble des risques notés en
« Commentaire ».
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7.7 % Déploiement 2015-2018 de la gestion des risques i I'échelle
des structureset du LEM B2P

Le tableau 5 ci-dessous décrit les prévisions de déploiement de la gestion des risques, a Féchelle des

structures et 3 celle du LEM.

processus

‘GDR dans le cadre des
wérlfications/validations de méthode

GDR dans le cadre des
wirifications/fvalidations de méthode
Rattacher les NC aux processus

‘GDR dans le cadre des
wirifications/validations de méthode
Analyse des NC 2016

GDR dans le cadre des
wérifications/validations de méthode
Analyse des NC 2017

Implémentation
e la base des NC
Revue de
Processus

Implémentation
de la base des NC
Revue de
processus

Plan d'action pour la mise en place de
la GDR par processus

Modalités de la GDR

Description de 18 3 risques [processus
ML Gesdoe

Rattachement des NC aus proessus
Détermination de la criticité et du
niveau de maitrise des risques
LrAREVE AN,

Analyze transversale des NC 2016
Bilan annuel des risques transversaux
1" bilan en RDD

Analyse transwersale des NC 2016
Bilan annuel des risques transversaux
2 bilan en RDD

Tableau 5 : Déploiement 2015-2018 de [z gestion des risques dans le LBM B2P.

Note 4 : Ce tableau avait &té présenté en Revue de Direction le 09/03/2016.
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ANNEXE VI

SLE-MYCOLOGIE Ref : SLL-SLPAR-MYCO-MT-003

Réalization d" -1
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SLE-MYCOLOGIE Ref: SLL-SLPAR-MYCO-MT-003

Réalization d" -1
?ﬁaﬂfesnla—f Iéﬁuedlg anti_f;:_rll;d ?;n;?n"oi_ftu{::;t de Applica"‘t;zsg “ :5::11 0-2018
! sensibilité aux antifongiques
?M?g?!zlazf:ug;&ﬂl s Etest | A B A

1 OBJET DU MODEOPERATOIRE:

Décrire toutes les étapes techniques nécessaires pour tester in vitro la sensibiité de levures ou de
champignons filamenteux vis-a-vis des différents antifongiques.

2 DOMAINE D'APPLICATION ET PERSONNES CONCERNEES::

2.1 Domaine d’application :

Secteur : Mycologie du laboratoire

Echantillons : souches de levures ou de flamenteux pour lesquelles il est nécessaire de tester les
sensibilités aux fongiques

2.2 Personnesconcernées:

- Personnels concernés : biokogistes, techniciens de laboratoire, internes.
- Responsabilité médicale < validation par le(s) biokgiste(s) responsables de lunite.
- Responsabilité paramédicale : techniciens de laboratoire.

3 DOCUMENTS DE REFERENCEET DOCUMENTSASSOCIES :

3.1 Documents de référence :

= MNORMENF 150 15188

3.2 Documents associés:

= Centrede national de référence Mycose invasive et antifongiques- rapport annuel d'activité 2018

4 DEFINITIONSET ABREVIATIONS :

4.1 Deéfinitions:

Concentration Minimum Inhibitrice : C'est |2 plus faible concentration d'antifongique capable de
provoquer une inhibition compléte de la croissance d'une souche donnée aprés une certaine période
dincubation.

4.2 Abréviations :

s ATF : antifongigramme
+ CMI: Concentration minimale inhibitrice

5 PRINCIPE DE LAMETHODE:

Le principe est de tester la sensibilté d'une levure ou d'un champignen filamenteix en milleu géloss
vis-a-vis de différents antifongiques.

Une bandelette, sur laquelle est présent un gradient d'antffongique, est déposée sur la gélose
préalablement ensemencée avec e champignon. Une ellipse dinhibition de pousse permet Fobtention
de la CMI {concentration minimale inhibitrice).

6 PRECAUTIONSDE SECURITE:

Les cultures sont obligatoirement manipulées sous PSM (contamination possible du prélévement par
les champignons de fenvironnement).

7 MATERIELSET REACTIFSNECESSAIRES :

Souches de référence :
« Candida tropicals, ATCCB®TH0
+ Candida giabrata 750 ATCCEMYA-2905
« Aspergillus niger ATCC 980483435

Ces souches nous ont &t fournies par le Iaborateire commercialisant les bandelettes d'antifongiques.
Elles se présentent sous forme d'écouillons lyophilisés prét a femploi (voir fiche du fournisseur). Aprés
reconstitution, elles sont ensemencées et conservées sur microbilles au congélateur 3 - 20°C.

Noter le numéro lot de chague souche sur tableau Excel

Bandelettes d'antifongiques E-test (Biomérieux)
Coffret de 30 bandelettes conservés au congélateur (-20°C, de la piéoe de mycologie) jusqu'a la date
de péremption indiquée sur Femballage.

Antifongique
Cope PRESENTATION REF

Amphotéricine B AP Lot de 3 412243
Fluconazole FL A Tunité 412350
ltraconazole 1T Lotde 3 41380
oriconazole VO A funité 412450
Posaconazole PCS Lotde 3 412440
Caspofungine CS A funité 412259
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SLS-MYCOLOGIE
PARASITOLOGIE
1, avenue Claude
Wellefau
TE4TE cede PARIS

Réalization d'un
antifongigramme et test de
sensibilité aux antifongigques
Etest

Ref: SLL-SLPAR-WMYCO-MT-003
Wersion : 01
Applicabie le - 08-10-2018

SLES-MYCOLOGIE Ref : SLL-SLPAR-MYCO-MT-003

Reéalisation d* ion
?émls.ll;? I{:_’F;u@;l; arlti'.fg_ﬁli;‘?-gl ?&aﬂ;?llnli :;I tl'll?gt de Applhxn?ers: n 0.5(311 02018
" : sensiDilite aux antifongiques
Ta?g'ilggugml s Etest 00

5 Fluocytosine | FC [ Atunte [ 412362 |
Gélose RPMI (AES Ref AEE122182, BioMérieux)
Les géloses RPMI + 2% glucose sontcommercialisées coulées en boite de P&tri (1140 mm), par boites
de 10 etconservées 3 +4°C (dansla chambre froide) jusqu'a Ia date de péremption indiquée.

Autre matériel nécessaire
- Ecowvillons stériles,
- Suspengion meduim 5ml APIB,
- Tween® 20. (Cell culture grade. Euromedex. réf 2001-A) pour les flamentei,
- Pince stérile,
- Agitateur Vortex,
- Hotte PSM

8 LOCAUX:

Cemode opératoire est réalisé dans ke secteur Mycologie du laboratoire
Sectsur Mycologie pigce SLS01- 001-00- R01-338-356
Secteur Parasitologie piéce SLS 01- 001-00- RO1- 347-350 (Hotte PSM type OPTIMALE §- 070523)

9 DESCRIPTION DU MODE OPERATOIRE:

9.1 Echantillons i analyser

Souchesde levures ou de champignens filsmenteux, isolées au Iaboratoire ou regues d'un laboratoire
extérieur pour lesquelies est demandé un testde sensibilté aux antifongiques est nécessaire. Pour une
levure isclée d'une hémoculture cela est systématique. Pour les levures isolées d'autres prélévements
ol pour les flamentewx (Aspergiis spp.) c'est & la demande du responsable de funité de mycologie.

9.2 Préparation des réactifs

Prendre les bandelettes d'antifongiques nécessaires pour les souches 3 tester.

Souche a tester Antifongiques a tester
AB, FC,FL VO, CS

Candida spp.

AB, IT, VO, C5, POS

Aspergillus spp.
En cas de doutes voir avec ke biokogiste !

Laisser & température ambiante les bandelettes et les géloses RPMI nécessaires environ 20
minutes avant de les utiliser.

9.3 Mode opératoire

Dés réception d'un nouveau lot de milieux REMI, une boite sera testée avec les souches de référence
Candid'a albicanset les antifongiques : AB, FL, FC, VO, CS afin de s'assurer de sa qualité.

9.3.1. Préparation de I'inoculum de LEVURE
- Préparer un inoculum de 0.5 Mc Farland 3 partir d'une suspension Méduim 5ml API®,
- Prendre une ou deux colonie(s) en fonction de Ia taille de celles -ci
- Vortexer quelques seconde
- Vérifier finoculum 4 faide d'un densitométre.

9.3.2. Préparation de I'inoculum de FILAMENTEUX

- Plonger Fécouvilon dans ke Twesn® 20,

- L'essorer sur les bords puis prendre toutes les colonies du champignon flamentels 3 tester
gvant de ke décharger dans |2 suspension méduim.

- Bien décharger fécowillon dans Ia suspension.

- Vortexer quelques secondes.

9.3.3. Ensemencement des milieux

Plonger un nouvel écouvillon dans la suspensicn dinoculum et bien fimbiber, le sortir du tube en
fessorant doucement sur les parois.
! NE PAS TROP ESSORER !

1) Ensemencer le milleu RMP en réalisant des stries serrées avec fécouvillon.
2) Tourner Ia boite de 90° et recommencer.
3) Tournerlaboite RPMI de 45° et recommencer. ( Stries horizontales, verticales et en diagonale).

O
O \

L

Ll

Laisser sécher les boites fermées, gélse en bas, 10 minutes sous le PSM avant de déposer les
bandelettes

Page 310

Page 410




SLE-MYCOLOGIE Ref: SLL-SLPAR-MYCO-MT-003

LRA Réalization d'un Version : 01
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SLS-MYCOLOGIE L Ref : SLL-SLPAR-MYCO-MT-003
PARASITOLOGIE Realisation d'un Version : 01
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9.3.4 Dépot des bandelettes

Prendre chague bandelette avec une pince 3 usage uniqus stérile et I3 déposer sur la géloss sslon ke
schéma ci-dessous. Vérifier que les chiffres et les initisles des bandelettes sont lisibles et dans le bon
sens

ATTENTION : Ne pas les déposer 4 Fenvers.

Amphotéricine B

Voriconazole
5 Fluorocytosine

Caspofungine " Fluconazole

Fiaure 1 : Pour les levures, Candida spp.

Amphotéricine B

Posaconazole
Voriconazole

Caspofungine Itraconazole

Fiaure 2 : Pour les flamenteux, Aspergilius spp.

NE JAMAIS REDEPLACER UNE BANDELETTE UNE FOIS QU'ELLE EST ENTREE EN CONTACT
AVEC LA GELOSE

9.3.5. Incubation :

48 heures 3 37°C pour Candida spp et Aspergitius spp (gélese en bas) piéce de mycologie SLS 01-
001-00- R01-338-355

9.4 Critéres de validité
Paszage CIQ souche ATCC de référence Candida tropicalizs ATCC et glabrata ATCC chaque mois

9.5 Interprétation des résultats

Aprés |a période dincubation, lire directement Iz valeur de la CMI {mg/l) correspondant 8 Fintersection
des 2elipses dinhibition, conformément aux recommandations de lecture.
Une interprétation est toujours nécessaire. Voir photos en annexe.

03

s X
Figure 3 : amphoténcineB Figure 4 - Azoles

» Amphotéricine B :|a lecture de la CM| est 2 100% d’inhibition
Lellipse doit &tre claire (généralement mince) et tenir compte de toutes les colonies

» Azoles (fluconazole, itraconazole, voriconazole, posaconazole): Lire 2 80% d'inhibition
- Cbserver ke premier changement de croissance
- Possible tapis de microcolenie (3 ne pas prendre en compte)
- Prendre en compte les macrocolonies.
-Viorico : ellipse en général plus nette.
- C. tropicalis et C giabrata, 2éme lecture 3 48H (hétérorésistance)

» 5-Fluorocytosine : Lire & 30-35% d'inhibition
- L'ellipse est généralement large
- Ignorer les petites colonies (mais attention aux sous populations éventuelles = macrocolonies)
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» Echinocandines(caspofungine, micafungine): Lirs & inhibition partielle (80%) / levures
- inhibition partielle / filamentew
- Rétrécissement de felipse au niveau du point de lecturs (ne pas extrapoler)

10 TRANSMISSION DES RESULTATS

Tous les résultats sont enregistrés et validés dans ke logiciel GLIMS par ke biclgiste.

11 CONSERVATIONDESECHANTILLONSET ARCHIVAGE:

10.1 Conservations des échantillons
Le milieu RPMI est jeté aprés lecture.
Le milizu de culture dont et issue la souchs testée est conservée dans ke frigo de stockage (jusqua 4
jours pour un Chremagar, 10 jours pour un milieu Matt et 21 jours pour un Sabouraud).

10.2 Archivage

Les résultats de CCI sont saisis sur un fichier Excel.

12 ANNEXES

Photos dinterprétation de Ia lecture des CMI.

Etest Reading Guide for Moulds

Figure 1, A, flavms, read ar 72 hours. Figure 2. A. niger, read a1 48 hours. Figare 3, A, fumigatus, read at 24
MIC 0.75 pgfenl. MIC 0.75 pg/ml. haurs. MIC 1 g/,

Figure 4. P oweriodfi, read ar 48 Figure 5. Fusariom spp., vead at 24 Figure 6. Ririzoprs spp., read ar 18
hours. MIC 019 pg/ml. Tvinrs. = 16 pglml. hours. MIC 1.5 pgiml.

Figure 7. A, flovns, read at 24 hours.  Figure 8. A, flapus, read at 24 hours,  Figure 9. Fusariom spp., read at 24
MIC 0.12 g/l MIC 6 pgfml. hours. MIC 0,75 pg/ml.
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Etest Reading Guide for Yeasts

. albicans and certain other Crdida spp. can give diffuse end poinis, especially with azoles and on cemain media,
The fallowing guidelines could be used 1o select the appropriate MIC end poinr.

Figure 2, Flucyrosine: Macro- Figur lucytosine: Resistant
ies in inhibition ellipse, =.|.r1:||. \!IC. 232 pg'ml.
> =32 pgfml,

Figure 1, Flucytosine: Inner zonc
of microcolanies. MIC 1 yg/ml.

Tum 4. Amphotericin B: Micro- Amphotericin B: Macro- Figure 6. Aniphotericin B: Very
alonics at the end point, lrs in inhibirion ellipsc, slim ellipse. MIC 4 jgfml.
.\ 1C 1 pigfml, \ll(' pgfml.

ure 8. Ketoconazole: Micro- Figure 9. Ketoconazole: Macro-
;l;onlrs within a discernable ellipse.  colomses in inhrbation cllipse.
MIC 0,012 pghml. MIC 532 ppfml.

SLE-MYCOLOGIE F ) Ref : SLL-5LPAR-MYCO-MT-003
. PARASITOLOGIE __ Realisation d'un  Version : 01
(i 1, avenue Claude antifongigramme et test de Appiicable le 1 0B-10-2018

o sensibilité aux antifongiques
754?‘5#?:|£:Lgm| s Etest 000 0

Etest Reading Guide for Yeasts

. albicans and certain other Candida spp. can give diffuse end points, especially with azoles and on cermain media.
The following guidelines conld be used to select the appropriate MIC end point.

Figuge 10, Itraconazole: Sharp
end point. MIC 0,125 |.|p'||||.

e 11, Irsconazole: Micro- Figure 12, leraconazole: Micro-
ics within a discernable ellipse. colanics within a slim cllipse,
MIC 0,19 pg/ml, MIC 12 pgfml.

Figuee 13, Fluconazole: Less pig- Figure 14. Flucomazole: Micro- Figoee 15, Fluconazale: Micro-
mented cobonies within a discern- \olnmcsaml .l dnuhlr ellipse colonies within a discernable
cllipse, MIC 24 ughl,

Figure 16. Fluconazole: Micro- Figure 17, Flaconazole: Macro- Figure 18, Fluconazole: Paradoxical
codenies within a discernable colonies within inhibition cllipse. effect. MIC =256 pgfml,
ellipse. MIC 0.5 pg/ml, MIC 2256 pgfml,
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ANNEXE VII :

- Amphotéricine Caspofongine fluorocytosine otionazole Rl
iy E-TEST 5£0,064 552
Cl alb'cans ATCC Levure .VItE!(.MS. sE1R LR SFC R>0,25 R>4
% identification .
03 N° lot 1006217460 1005969650 1005163320 1005825660 1005145560
’ 22/06/2018 M 0,19) 0,064] 0,125 0,006] 0,125
= 99,90% : RIS |s R 5 B 5
(E) 0.25 O R $ < % 29/06/2018 5 cmI 0,19 0,094 0,064 0,02| 0,094
< 99,90% R/I/S |5 R 5 5 s
/ \ / —t— AP 11/07/2018 Ml 0,125 0,064} 0,064] 0,003 0,094
% 02 H 99,90% £ R/I/S |5 R 5 5 s
= / el CS 8 20/07/2018 a M1 0,25 0,094 0,125 0,002 0,125
< 0.15 E 99,90% R/I/S |5 R 5 5 s
o V 5EC | 710720180 S Ml 0,25 0,064] 0,064] 0,002 0,094
|- c 99,90% r/Ifs |s R s 5 B
5 01 e~ NGy N 00 3= \/O _g 01/08/2018 18 6 cmI 0,19 0,064 0,094 0,002 0,29
S) ‘*\ A =l 99,90% R/I/S |s R 5 s s
= { = "_H © | 10/08/2018 EDS Ml 0,19 0,064 0,094 0,002 0,125
O 0.05 N Bl FL (8] 98,90% ! T E R s s s
(&) 20/08/2018 TC s cmI 0,25 0,023 0,125 0,004 0,094
5/\[ ) 99,90% R/I/5 |5 R 5 s S
0 ! ! ! ! ! ! ! ! ! e 31/08/2018 TC* g CMI 0,25 0,047} 0,125 0,004 0,125
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 Si0 99,90% RIS s R S s S
afespoeres [ cmI 0,25 0,047 0,125 0,004 0,125
99,90% R/I/S |5 R 5 5 s

Seuil EUCAST :APSd1<R
CSSd0.016 <R
VO Sd0.064 R>0.25
FLSd2R>4

Seuil CMI 50/ CMI 90 : 5FC d 0,12/ 0,5




t - BT Amphotéricine | Caspofongine | fluorocytosine Vericon;lzole Fluconazole
C. glabra a ATCC CMI FL N— Rk $<1R>1 $<0,032<R | 5FC <0,12/<0,12 0,25/1 $<0,002 R>32
% dentification N° lot 1006217460 1005969650 1005163320 1005825660 1005145560
0.8 9 22/06/2018 . cMI 0,75 0,125 0,012 0,064
‘ A 99,90% R//S |5 R s 5 1
0.7 8 29/06/2018 cMI 0,5 0,125 0,012 0,023
— 2
§ \ / \ 7 99,90% R/I/5 |S R s 5 1
Q, 0.6 [ \ ( \ 11/07/2018 . c/n..;l 0,19 0,125 0,008 0,016
8 99,90% rRI/s s R s B 1
=2 05 \ \ - 6 AP 8 20/07/2018 cMI 0,5 0,19 0,016 0,064
|C:) : \ \ j_ 0 s B—CS lt_t 99,90% 4 RS |s R g S 1
e 0.4 N o [presrzoison B oI 0,75 0,125 0,016 0,125
o v H, 5EC 4'-6 99,90% R/I/5 |S R 5 5 1
— 4 »  |o1/08/201818 cmI 0,38 0,125 0,016 0,19
5 03 3 VO i 99,90% 8 RIS |s R B B 1
S) >€ B0 [10/08/2018 EDS ; cMI 0,38 0,094 0,016 0,19
=2 0.2 FL J 99,90% R//s s R B 5 1
8 2 20/08/2018 TC s oMl 0,5 0,125 0,023 0,5
0.1 1 99,90% R/I/S |5 R 5 g 1
31/08/2018 TC* cmI 0,5 0,125 0,023 0,5
0 0 99,90% J R/I/S |5 R S 5 1
- ! ! ! ! 31/08/2018 TC* I 0,5 0,125 0,023 0,5
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 99,90% Y [Trws s R s s i

Seuil EUCAST :APSd1 R>1 Seuil CMI 50/ CMI90:5FC d 0,12/d 0,12
CSSd0.032<R
VO 0.25/1
FLS=<0.002 R>32



. . Amphotéricine | Caspofongine | fluorocytosine | Voriconazole Fluconazole
C. trop'calls ATCC CMI 5FC Levare Vitek MS ETEST S$1R>1 0,03/0,06 <0,12/32 520,125 R> 0,25 S<2R>4
% identification
1.2 35 N° lot 1006217460 1005969650 1005163320 1005825660 1005145560
22/06/2018 L ™I 0,5 0,032 >3 0,023 0,38
L 30 99,90% RI/s |s 3 R S
— 1 29/06/2018 5 cMlI 0,5 0,094 >3 0,06 0,25
= 99,90% R/I/S S S
(&) - 25 11/07/2018 , oMl 0,25 =32 0,016] 0,38
= 038 == AP (8] 99,90% RI/s |s s
e E 20/07/2018 cMlI 1 0,047 »32) 0,016 0,25
= / \ - 20 —m—CS < 99,90% 4 rR/I/s |s s R B
é 0.6 (2770772018 D14 f Ml 0,5 0,094 32 0,023 0,38
— / \ * * * * o 15 =>=V0 E 99,90% RS s R B
= ‘_\ .= [o1/08/2018 18 oMl 0,5 >32) 0,008 0,38
LLI == FL =) 6
O 04 X > - S X o 99,90% R/I/S_|s R E
= - 10 5EC ©  [10/08/2018 D5 Ml 0,5 0,064 »32) 0,012 0,38
8 - 99,90% ’ RA/S |5 R B
0.2 L5 O [ojosj20187c . cMI 0,5 0,032 =32 0,023 0,38
99,90% R/ |5 s R S
m 20/08/2018 Tc* B oMl 0,5 0,032 =32 0,023 0,38
0 ) 99,00% RIS s s R S
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 SO S10 20/08/2018 Tc* N cMI 0,5 0,032 =32 0,023 0,38
99,30% RI/S |5 3 R S
Seuil EUCAST: APS=<1 R>1 Seuil CMI50/CMI90: 5FC 0,12/ 32
VO S§<0.125 R>0.25 CS 0.03/0.06

FLS<2R>4



C 'I H ATCC Amphotéricine | Caspofongine | fluorocytosine | Voriconazole Fluconazole
! E-TEST ;
] paraps' os's P— Vitek M5 S£1R>1 520,002 R>2 5FC<0,12/0,25 | §%0,12 R>0,12 S<2R>4
% identification
25 N° lot 1006217460 1005969650 1005163320 1005825660 1005145560
22/06/2018 A M1 1] 2 1,5 0,032 1]
99,90% R/I/S |5 g
— w 29/06/2018 2 M1 0,5 L5 0,25 0,023 15
= 2 /R 99,90% RIS s s
Q 11/07/2018 5 CMI 0,5 1 0,25 0,023 2]
Z— e AP 8 99,90% N E s
o 15 W E 23/07/2018 s M1 0,75 15 0,5 0,023 0,094
. N
= 99,90% R/I/S |s s
= == CS - il
< - 27/07/2018 DIA M1 1] L5 0,094 0,032 15
] 5
o 5FC o 99,90% R/IfS |S S S
= \ A 01/08/2018 1B CMI 0,5 1,5 0,094] 0,006] 0,5
= 1 K— a 6
‘ N\ /IN
Y] ==\ O E 99,90% R/1/S |s s S
&) H 10/08/2018 EDS , M1 0,38 0,75 0,094 0,023 1]
= S FL o 99,90% RIS |s 5 s
(@] 0.5 é | (&) 20/08/2018 TC s oMl 0,75 0,5 0,19 0,032 L5
O 99,90% R/I/s |s 5 S
31/08/2018 TC* A M1 0,5 0,75 0,064 0,023 1]
% 99,90% R/1/S |s s S
0 LDy Y S —— e Y 2 Y ~— 31/08/2018 TC* 1 M 0,5 0,75 0,064 0,023 1]
99,90% R/I/S |5 5 S
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10

Seuil EUCAST: APS<1R>1
CS<0.002 R>2
VOS<012< R
FLS<2R>4

Seuil CMI50/CMI90: 5FC 0,12/0.25



L] y Amphotéricine | Caspofongine | fluorocytosine | Voriconazole Fluconazole
C. kl'usel ATCC CMIFL et — Vitek MS ETEST S<1R>1 0,12/0,25 2/a 0,25/0,5 32/64
% identification
08 300 N° lot 1006217460 1005969650 1005163320 1005825660 1005145560
’ 22/06/2018 L cMI 0,75 0,75 >3] 0,125 > 256}
0.7 99,90% R/1/S |5 R 5
= - 250 29/06/2018 ) cMI 0,5 0,75 >3] 0,19 >256]
= 99,90% rAfs s R s
© 06 27/07/2018 18 ; oMl 0,5 0,75 >32 0,25 >254)
= L 200 =—¢—AP 99,90% RAJS s R s
O 05 Q [o01/08/201818 . M 0,5 0,38] >3] 0,094] >256]
E == CS |'-_J 99,90% RIS |5 R s
0.4 f ¥ S = 150 < |10/08/2018 EDS CMI 0,5 0,38] »32 0,25 >256]
E - VO S 99,90% > RA/S s R B
=Z 03 = 20/08/2018 cMI 0,75 0,38) >3] 0,38} 64
LLlj L 100 ==>¢e=5FC E 99,90% RIS |5 R B
= 02 - |31/0872018% , cMI 0,38) 0,5 32 0,38) 256
o == FL o 99,90% RASS |5 R B
(&) 01 - 50 31/08/2018* R cMI 0,38} 0,5 >3] 0,38] 256}
. 99,90% R/1/S |5 R 5
07/09/2018 R cMI 0,38 0,5 >3] 0,38) 256
0 } } } } } } } } } } 0 99,90% r//s |s R B
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 IEE | 10 sl 0.28 = < 028 >
Seuil EUCAST: APS<1 R>1 Seuil CMI50/CMIQ90: 5FC 2/4
CS 0.12/0.25
V0 0.25/0.5

FL 32/64
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savom == i ezt et 006291950 | 1ons3aatan msaqwib 1005825660 mum:
3 o 737 | o075 LI A 2,07 & 1520088 ,
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