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GLOSSAIRE 
 

Abréviation : 

ACP : Anatomie Cytologie Pathologique 

APHP : Assistance Publique- Hôpitaux 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 : Contrôle Interne de Qualité  

CMI : Concentration Minimale Inhibitrice 

I : Intermédiaire 

LBM : Laboratoire de Biologie Médicale  

LRB : Lariboisière 

R : Résistant 

RQS : Référent Qualité Structure 

SGL : Système de Gestion du Laboratoire 

SLS : Saint-Louis  

S : Sensible 
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DEFINITIONS 
 

Contrôle 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 complète de la croissance d’une souche donnée après 

une certaine période d’incubation.  

Kalilab : logiciel de gestion documentaire qualité 

MALDI-TOF : (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation - Time of Flight) : est 

un spectromètre de masse couplant une source d'ionisation laser assistée par une matrice et 

un analyseur à temps de vol 

VITEK® MS : système 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 succès thérapeutiques chez l’homme. Il 

permet l’interprétation des CMI et la catégorisation des souches en Sensible – Intermédiaire 

– Résistant. Ces seuils ont pour but d’avoir une pertinence clinique. Une souche est 

considérée comme sensible ou résistante lorsque le niveau d’activité antifongique est 

associé à une forte probabilité, de succès ou d’échec thérapeutique.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrom%C3%A8tre_de_masse
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9sorption-ionisation_laser_assist%C3%A9e_par_matrice
https://fr.wikipedia.org/wiki/Spectrom%C3%A8tre_de_masse_%C3%A0_temps_de_vol
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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 contrôles de qualité interne 

(CQI) satisfaisants sont primordiales car cette discipline est confrontée à 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-à-vis de 

divers antifongiques. La fiabilité d’un antifongigramme est influencée par de nombreux 

paramètres qui doivent être rigoureusement contrôlés. 

 

Le chapitre 5.6 de la norme NF EN ISO 151891 relatif à l’assurance qualité des 

processus analytiques exige des laboratoires de biologie médicale (LBM) la mise en place 

de systèmes de « contrôles internes de qualité (CIQ) permettant de vérifier la qualité prévue 

des résultats ». Sa mise en œuvre permet d’apporter la preuve de la maîtrise du processus 

analytique, de prévenir des anomalies et de fournir les données nécessaires quant à 

l’évaluation de l’incertitude 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 Contrôles qualités et maîtrise des risques sont des notions clés de la démarche 

qualité. 

 

L’objectif de ce travail est de mettre en place un système de contrôle 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 l’hôpital Saint Louis 

 

L’hôpital Saint Louis appartient au groupe hospitalier SLS/LRB/FW qui regroupe 10 

pôles d’activités cliniques et médico techniques et dispose d’une capacité de 1410 lits. 

Reconnu pour son expertise dans plusieurs domaines à 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 pôle B2P est un pôle hospitalo-universitaire organisé par discipline biologique ou 

médicale. Le laboratoire B2P appartient au pôle B2P, regroupe plusieurs structures (ou 

services) réparties sur les sites de Saint-Louis et Lariboisière. Le service de mycologie 

parasitologie où 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 prélèvements de mycologie au sein de la policlinique de 

Dermatologie de l’hôpital, des prélèvements spécialisés en salle (recherche de 

sarcopte, parasite responsable de la gale, recherche de leishmaniose…) 

- Suivi mycologique de l’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 20102 oblige les LBM à accréditer leurs pratiques 

conformément à la norme NF EN ISO 15189. Le biologiste responsable du laboratoire (le 

chef de pôle B2P) a défini une politique qualité consistant à mettre en place, conformément 

aux exigences de la norme, un système de management de la qualité (SMQ) à veiller à son 

application et son suivi. En mai 2013, le laboratoire du pôle 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) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : avancement de la qualité du pôle 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, l’ensemencement des 

examens mycologiques isolés, l’examen direct ainsi que la recherche d’antigène aspergillaire 

sérique. En 2018, l’accréditation pour l’examen de PCR toxoplasmose a été obtenue. Pour 

2019, le service demande une extension pour une nouvelle ligne de portée avec l’examen de 

PCR aspergillaire (Cf. tableau 1). 
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Familles Ligne de 
portée Nom de l’examen Principe de la méthode 

ISEROBM IB1 
Aspergillose : recherche Antigène  
diagnostic par une technique EIA 

ELISA, 
spectrophotometrie 

 
PARASITO/MYCO PM1 

Examen mycologique isolé : identification 
de genre levures et champignons 
filamenteux 

Examen direct : Noir 
Chorazol, Calcofluor et 
Lactophénol 

 
PARASITO/MYCO PM1 

Examen mycologique isolé : identification 
de genre levures et champignons 
filamenteux 

Ensemencement 

 
PARASITO/MYCO PM7 

Hématozoaires : recherche en frottis   et    
en goutte épaisse 

Coloration lames 

PARASITO/MYCO PM7 
Paludisme : recherche Ag solubles par  
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 rôle dans la structure 

La cellule qualité du laboratoire B2P a mis en œuvre un pilotage du système 

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 à la 

mise en œuvre 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 l’habilitation du personnel non médical et je suis 

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

L’antifongigramme permet de prédire l’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 espèce 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 l’EUCAST (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. 

Méthodologiquement, ces deux techniques sont très proches mais diffèrent par la taille de 

l’inoculum, la composition du milieu, le temps d’incubation et la lecture des CMI (visuel ou 

par spectrophotométrie). Ces deux méthodes non commercialisées, sont très 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 à 0,5 McFarland à l’aide d’un étalon standard.  

 

Le milieu de culture RPMI (milieu gélosé commercialisé et prêt à l’emploi) est ensemencé 

de façon homogène à partir d’un écouvillon. Après séchage, la bandelette contenant le 

gradient exponentiel d’antifongique est déposée à la surface de la gélose, ce qui permet la 

diffusion de l’antifongique.  

 

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

l’intersection de l’ellipse d’inhibition avec la bandelette graduée3 (Cf. figures 2 et 3). 
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Figure 2 : Schéma pour déterminer la CMI 

 

Pour les levures, les principaux antifongiques utilisés sont l’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 

 
• Amphotéricine B : la lecture de la CMI est à 100% d’inhibition 

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

 

• Azolés (fluconazole, voriconazole) : Lire à 80% d’inhibition  

- Observer le premier changement de croissance  

- Possible tapis de microcolonie (à ne pas prendre en compte)  

- Prendre en compte les macrocolonies.  
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• 5-Fluorocytosine : Lire à 90-95% d’inhibition et l’’ellipse est généralement large 

Ignorer les petites colonies (mais attention aux sous populations éventuelles = 

macrocolonies) 

 

• Echinocandines (caspofungine) : Lire à inhibition partielle (80%)  

 

L’interprétation de l’antifongigramme 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), I (Intermédiaire) et R (Résistant).  

En ce qui concerne les seuils cliniques ou breakpoint (CBP), le laboratoire suit les 

recommandations du comité EUCAST (cf. annexe III). 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 Pasteur4. En effet, les résultats de CMI obtenus 

proviennent d’un très grand échantillonnage d’isolats d’espèces dont les concentrations 

correspondent aux concentrations minimales de l’antifongique inhibant 50% (CMI50) et 90% 

(CMI90) des isolats de l’espèce concernée (cf. annexe IV). 
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3. Etat des lieux, problématique et limite 

3.1 Etat des Lieux 

Aucune disposition n’a été formellement définie quant à la mise en place d’un 

contrôle de qualité interne pour la méthode des antifongigrammes. Or le laboratoire doit 

s’assurer de la maîtrise 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 système de contrôle interne de 

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

normatives et présenter cet examen à l’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 l’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 système. 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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•domaine d'application: 
antifongigramme 

•analyse de risque 
•choix des souches 
•  fréquence 
•  mise à jour instruction de 
travail 

 
 
 

•exploitation des résultats 
• indicateurs pour le suivi 
des CQI 

 
• revu documentaire  
•matériels 

•action correctives  
•action préventives 

 

ACT (AGIR) PLAN 
(PLANIFIER) 

   
DO (FAIRE) 

 
CHECK 

(VERIFIER) 

4. METHODE 

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

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

Figure 4 : Roue de DEMING 

4.1 Planifier (PLAN) 

4.1.1 Revu documentaire 

 
Les exigences normatives mettent l’accent sur la nécessité de mettre en place un 

CIQ pour l’antifongigramme, ce processus analytique est un point critique en Mycologie car 

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

significativement le résultat. 

 
« 5.6.2 Contrôle qualité  

Le laboratoire doit concevoir des procédures de contrôle de qualité permettant de vérifier 
que la qualité prévue des résultats est bien obtenue. »  Norme NF EN ISO 15189 2012 
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En termes de recommandations relatives aux CIQ, les sociétés savantes (EUCAST, 

QUAMIC7) préconisent l’utilisation de souches ATCC (American Type Culture Collection) 

dans l’étude de la 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 à 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 l’identification des levures par 

spectrométrie de masse Vitek MS.  

 

Ces échantillons se présentent sous forme d’écouvillons lyophilisés prêt à l’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 très fréquemment. Mais l’utilisation de ces souches ATCC au quotidien 

constitue un coût non négligeable.  C’est pourquoi, elles sont congelées après réisolement. 

Chaque souche a été ensemencée selon le mode opératoire du fournisseur sur des géloses 

Sabouraud chloramphénicol à 37°C. Après 48h de pousse, elles sont ensuite congelées à -

20°C dans des cryobilles. Cela permet de congeler plusieurs réplicats. J’ai réalisé une étude 

sur la stabilité après chaque utilisation des perles poreuses d’un cryobille. 

 « 5.6.2.1 Généralités  

Le laboratoire peut se référer au guide technique d'accréditation du COFRAC, "Les 
contrôles de qualité en Biologie Médicale", SH GTA 065.  

La mise en place du contrôle 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 
contrôle de qualité constitue un moyen de vérification de la maîtrise en continu du 
processus analytique.  

La détermination de la fréquence des contrôles relève 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 016 
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Pour la mise en œuvre d’un CIQ, il est donc essentiel d’identifier les risques susceptibles 

d’influencer la phase analytique. La gestion des risques consiste à maîtriser les risques 

avérés et prévenir les risques potentiels. 

4.2 Faire (DO) 

4.2.1 Analyse de risque 

 

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 à partir de l’étude minutieuse du processus en mettant en évidence les étapes 

sensibles lors de la réalisation de l’antifongigramme. Les risques sont répartis en 5 

catégories constituant les 5M : Matière, Matériel, Méthode, Main d’œuvre et Milieu. 

 

 

Figure 5 : Diagramme d’Ishikawa : réalisation de l’antifongigramme 

 

Après identification des risques il est possible de les évaluer à l’aide d’une échelle de 

criticité selon la procédure générale SLL-B2P-QUAL-PG-005 « Identifier et maîtriser 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 = F x G 

Cependant, l’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 être faible (1 à < 4 en vert), modérée (4 à < 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 maîtrise, soit par l'amélioration des moyens existants. 
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5M Points critiques F G C 
Eléments à 
maîtriser 

Moyens de maîtrise 

Documents 

M
at

iè
re

 

Choix de la colonie 
(pureté, taille, âge) 2 1 2 

-non contamination  

-réisolement  

- vérification visuelle pureté 

- identification MALDI-TOF 

Préparation de 
l’inoculum  2 3 6 

-Qualité de 
l’inoculum 

-Utilisation d’une gamme 
Mc Farland 

-mesure densitométrique 

M
ili

eu
 

Condition de 
conservation des 
milieux de cultures 
pour ATF RPMI et 
Etest  

1 3 3 

-métrologie des 
enceintes froides 

-maîtrise métrologie 
(cartographie et suivi 
métrologique Oceasoft) 

SLL-B2P-METRO-PT-003  

-respect instructions 
fournisseur 

Condition 
d’utilisation des 
milieux de culture et 
Etest 1 3 3 

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

-maîtrise métrologie 
(cartographie et suivi 
métrologique Oceasoft) 

SLL-B2P-METRO-PT-003 

SLL-B2P-METRO-PT-004  

M
at

ér
ie

ls
 (

ré
ac

ti
fs

) 

Etalon (McFarland) 

 
2 1 2 

-Acceptation des 
lots à la réception  

-Gestion du stock 

-Fiche qualité fournisseur 

Concentration des  
bandelettes E-test 
(CMI) 

2 3 6 

-Suivi de traçabilité réactif 

-Présence d’un CIQ pour 
vérifier défaillance 

Non-respect délais 
condition de 
transport réactifs 

2 2 4 
-Fiche de stress fournisseur 

Survenue d’une 
anomalie de lot 
milieu RPMI  et 
bandelettes 1 3 3 

-Suivi traçabilité réactif  

-test d’acceptation des lots 

-certificat de conformité 
réactif 

-Réactovigilance SLL-B2P-
QUAL-DE-107 

M
ét

h
o

d
e

s 

Connaissance 
modes opératoires 

2 2 4 

-Attestation de 
lecture des 
documents de 
travail 

-Suivi attestation de lecture 
sur Kalilab 
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Ensemencement 
manuelle ATF et 
dépôt bandelettes 

2 2 4 
-Qualité 
d’ensemencement 

-formation et habilitation du 
personnel (initiale et 
maintien) 

M
ai

n
 d

’œ
u

vr
e 

(p
er

so
n

n
el

) 

Lecture visuelle CMI  

3 3 9 

- Subjectivité des 
lectures visuelles 

 

- Variabilité inter-
opérateur 

-double lecture technicien/ 
biologiste 

 

- Test de lecture d’un CIQ 
inter-opérateur et suivi 
périodique 

Erreur interprétation 

2 3 6 

Mise à jour seuil 
d’interprétation 

- Développement 
professionnel Continu 
(DPC), congrès pour 
biologiste 

Erreur de saisie 
dans le SGL(GLIMS) 

2 3 6 
-Formation à 
l’utilisation SGL 

-Contrôle de saisie : 
Vérification biologique 

Tableau 2 : Analyse des risques 5M (Ishikawa) 

 Risques liés à la matière : 

Après un délai de 48h d’ensemencement, les souches sont identifiées grâce au MALDI-TOF. 

Le risque lié à une erreur d’identification de la souche est minime. De plus, il est possible 

visuellement de vérifier sa pureté par l’aspect macroscopique sur gélose CHROMagar.  

La qualité de l’inoculum repose sur plusieurs facteurs : 

- L’homogénéité : après avoir prélevé la ou les colonie(s), il est important de bien 

disperser la colonie dans l’inoculum et de vortexer le mélange.  

- Sa richesse : La préparation de l’inoculum est standardisée à l’aide d’un étalon à 0,5 

McFarland.  Mais ce paramètre peut-être toutefois sensible dans la mesure où la 

suspension n’est pas mesurée correctement. Actuellement, l’inoculum préparé est 

comparé visuellement à l’étalon standard. Ceci peut engendrer une erreur 

d’appréciation de la turbidité de la suspension par chaque technicien. Ce point 

soulève 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 : 

Le CQI doit être réalisé à chaque changement de lot de réactifs (géloses RPMI et 

bandelettes). Le suivi sera effectué à partir du formulaire de traçabilité des lots de réactifs. 

(« Formulaire de traçabilité 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 auprès du fournisseur mais celui-ci a répondu défavorablement. Selon la 

norme, § 5.3.2.3 à chaque nouvelle livraison, les réactifs doivent être 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 CQI à 

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 à 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 à la méthode : 

La prise de connaissance du mode opératoire par l’ensemble des techniciens est 

indispensable dans la réalisation de l’antifongigramme. Il est donc nécessaire de mettre à 

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 à la main d’œuvre : 

Le risque recensé et qui apparait comme le plus critique après calcul de la criticité est celui 

de la variabilité inter-opérateur. Du fait de la réalisation manuelle de l’examen, il est difficile 

d’apprécier la qualité de réalisation de l’antifongigramme par chaque opérateur. En effet, en 
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dehors de la préparation de l’inoculum (abordé dans les risques liés à la matière), la qualité 

de l’ensemencement (ensemencement non régulier, gélose peu ou trop chargée) ainsi que le 

dépôt des bandelettes (bandelettes repositionnées ou mauvaise adhérence à la gélose) 

peuvent influencer la lecture du résultat.  Un CQI permet de déceler la variabilité des 

résultats et les dérives liées à une mauvaise pratique.  

Cependant, la lecture des CMI étant visuelle, elle reste néanmoins subjective à chaque 

technicien. Cette variabilité induite par la technique manuelle de l’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 maîtrise de ce risque sera assurée par la mise en œuvre de test de 

lecture à intervalle régulier. 

Suite aux résultats de l’analyse de risques, les causes identifiées ci-dessous révèlent que 

deux points sensibles semblent avoir un impact important sur le résultat, à savoir la 

concentration des Etest et la lecture subjective. Il convient donc de maîtriser 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 l’intérêt 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 à tous les techniciens au poste de travail 

(mycologie) de réaliser des ensemencements des souches en question à partir des 

cryobilles. Il était important d’isoler la souche à partir du même 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 caractères culturaux de la souche, sur l’identification fongique au MALDI-

TOF ainsi que sur la sensibilité aux antifongiques et quel que soit l’opérateur (Cf. annexe 

VII). 

 C. albicans 

ATCC® 14053 

C.glabrataATCC

® MYA-2905 

C.tropicalis 

ATCC® 750 

C.parapsilosis 

ATCC® 22019 

C.krusei 

ATCC® 6258 

Amphotéricne B S S S S S 

Caspofongine  R R R R R 

Fluorcytosine 5FC S S R S R 

Voriconazole S S S S S 

Fluconazole S I S S R 

Tableau 3 : Profil de sensibilité des souches ATCC aux antifongiques 

 

R : Résistant 

S : Sensible  

 I : Intermédiaire 

Ayant des profils variables, il est peut-être intéressant de varier les souches de 

passages de CIQ et de réaliser un tableau prévisionnel de passage des souches ATCC à 

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 

l’activité de l’examen réalisé et de sa criticité. Le nombre de demande étant très limité pour 

cet examen à raison de 13 antifongigrammes par mois, il paraît raisonnable de réaliser un 

CIQ mensuel.  Cette périodicité sera réajustée selon la roue de Deming (ACT) et à compléter 

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

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

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

Grâce 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 l’antifongigramme 

 

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

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

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

CVa limite admissible (correspondant à un biologiste référent) 

CVd CVa méthode répétable 

CV> CVa méthode non répétable 

Echantillons 
Nombre 

de valeurs 
(N) 

Moyenne 
Ecart-
type 

CV 
(%) 

CV (%) 
retenu par le 
laboratoire  

Conclusion 

Amphotéricine 
B 

10 
0.51 

0.14 
29.07 

30.5 
satisfaisant 

Caspofongine 10 0.08 0.02 25.8 27.7 satisfaisant 

Voriconazole 10 
0.016 

0.003 
18.85 

8.11 
Non 
satisfaisant 

Fluconazole 10 0.26 0.04 15.63 20.61 satisfaisant 

Remarque : fluorocytosine non applicable souche résistante 

Tableau 4 : répétabilité souche C.tropicalis 
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Echantillons 
Nombre 

de valeurs 
(N) 

Moyenne 
Ecart-
type 

CV 
(%) 

CV (%) 
retenu par le 
laboratoire  

Conclusion 

Amphotéricine B 10 0.3 0.04 11.2 11.2 satisfaisant 

Caspofongine 10 0.12 0.009 8.04 11.00 satisfaisant 

Fluorocytosine 10 
0.01 

0.002 
15.2 

8.11 
Non 
satisfaisant 

Voriconazole 10 0.06 0.03 53.6 53.6 satisfaisant 

Fluconazole 10 
5.2 

1.03 
19.8 

15.05 
Non 
satisfaisant 

Tableau 5 : répétabilité souche C.glabrata 

 

D’après 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 même antifongigramme 

par 5 opérateurs différents pour les souches ATCC C.glabrata et C.tropicalis. 

 AP B CS 5 FC 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  (I) 

Opérateur 3 0.38  (S) 0.094 (R) 0.012 (S) 0.032 (R) 4  (I) 

Opérateur 4 0.38  (S) 0.125 (R) 0.016 (S) 0.094  (R) 6  (I ) 

Opérateur 5 0.38  (S) 0.125 (R) 0.012 (S) 0.032 (R) 4  (I ) 

% écart lecture 0 20 40 40 20 

% concordance seuil 

interprétation 
100 100 100 100 100 

Tableau 6 : variabilité inter-opérateur pour la souche ATCC C.glabrata 
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 AP B CS 5 FC VO FL 

Opérateur 1 0.75  (S) 0.125 (R) > 32 (R) 0.016  (S) 0.25 (S) 

Opérateur 2 0.38  (S) 0.125 (R) > 32 (R) 0.023 (S) 0.25 (S) 

Opérateur 3 0.50  (S) 0.094 (R) > 32 (R) 0.023 (S) 0.25 (S) 

Opérateur 4 0.50  (S) 0.125 (R) > 32 (R) 0.016  (S) 0.25 (S) 

Opérateur 5 0.50  (S) 0.125 (R) > 32 (R) 0.023 (S) 0.25 (S) 

% écart lecture 40 20 0 40 0 

% concordance seuil 

interprétation 
100 100 100 100 100 

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

 

Les résultats indiquent que l’écart de lecture par chaque opérateur est significatif pour 

certains Etest. Cependant, le pourcentage consécutif à la lecture correspondant au seuil 

d’interprétation est concordant.  Le résultat de lecture des CMI est compris dans les zones 

de catégorisation (S, I ou R), il reste inchangé. Les variations de lectures inter-opérateur 

n’ont pas d’influence sur le résultat de l’interprétation de l’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 l’accent sur la nécessité d’une formation adéquate et continue du 

personnel de laboratoire notamment sur les règles de lecture des CMI. De plus, une 

participation régulière aux contrôles 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 à intervalle régulier (non défini 

pour l’instant) selon les mêmes modalités du §4.3.2. Ainsi les résultats obtenus pourront être 

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 l’amélioration de notre pratique. 

Il sera également possible d’envisager ce test de lecture comme un critère de maintien 

d’habilitation pour chaque technicien. 
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CONCLUSION 
 

L’objectif de ce travail était de mettre en place un système 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 à bien adapter le choix et la fréquence de ces CIQ en fonction de l’analyse de 

risques 5M, surtout ceux liés à la main d’œuvre. 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 façon pérenne la fiabilité des résultats, il est important de réaliser des 

tests de lectures à fréquences régulières. 

Dans la logique des exigences normatives et d’amélioration continue, l’inscription à 

un organisme d’EEQ (Evaluation externe de la Qualité) a été envisagée de manière à 

confronter nos résultats à 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, l’élaboration de ce mémoire a été très 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 l’ensemble 

des procédures permettant de surveiller en permanence et de manière 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 ISO 15189). 

 

La méthode des antifongigrammes a pour but de déterminer la Concentration 

Minimale Inhibitrice (CMI) d’une souche fongique vis-à-vis de divers antifongiques. La 

fiabilité d’un antifongigramme est influencée par de nombreux paramètres qui doivent être 

rigoureusement contrôlés. 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 maîtrise à mettre en place. Cette mise en place a été planifiée et l’efficacité des actions a 

été évaluée a priori. 

 

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

point clef dans la maîtrise du processus.  
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ANNEXE VII :  

 

 
Seuil EUCAST :AP S d 1 < R  Seuil  CMI 50/ CMI 90 : 5FC d 0,12/ 0,5 
  CS S d 0.016 < R 
  VO S d 0.064  R> 0.25 
  FL S d 2 R > 4 
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  CS ≤ 0.002  R>2 

VO S ≤ 0.12 <  R      
  FL S ≤ 2 R > 4 
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Seuil EUCAST :  AP S ≤ 1   R > 1   Seuil  CMI 50/ CMI 90 : 5FC  2 / 4 
         CS  0.12/ 0.25   

     VO 0.25/ 0.5  
                                                        FL 32/64
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ANNEXE VIII: 
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