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INTRODUCTION

La prise en charge médicale d'un patient est urcgasus complexe constitué de deux

composantes :

v' La composante médicale par une consultation cherliecin, sage femme, infirmier(e)
etc. qui dans certains cas suffit pour apporteramnede, par contre dans d’autres cas les
observations cliniques nécessitent un support paunfirmer le diagnostic par des

examens paramedicaux (deuxiéme composante).

v' La deuxiéeme composante de la prise en charge niédicapatient est constituée de
plusieurs éléments dont I'imagerie médicale, I'anaipathologie, la biologie médicale

(au laboratoire) etc.

Les prestations fournies par le laboratoire dedgje médicale apportent une confirmation au

diagnostic ou a la présomption du diagnostic p@ségpcomposante médicale.

Ces prestations sont donc essentielles pour les gpbdigués aux patients, elles doivent
satisfaire a la fois les besoins du patient, caascaliniciens responsables des soins prodigués

aux patients et ceux de tout autre utilisateur fiftB)

La prise en charge d’un patient au laboratoireenkngite pas a la simple analyse biologique,
c’est une prestation qui inclut la prescription dégsmens, la préparation du patient et son
identification, le recueil de I'échantillon, le trsport de I'échantillon, le stockage avant et
apres traitement, le prétraitement, I'analyse déehantillon biologique, l'interprétation des
résultats, le compte rendu et le conseil. Ainsherparle plus de Laboratoire d’Analyses et de
Biologie Médicale (LABM) mais plutét de Laboratoide Biologie Médicale (LBM53, 90,
116).

Cette biologie est régie par une réglementatiosuetle plan juridique, le laboratoire a
I'obligation des moyens, c'est-a-dire que le bidtgmeédical met en place des dispositions
réglementaires, normatives et scientifiques (sé@at de I'art dans les domaines concernés)

permettant d’assurer la fiabilité des résultats.



Ainsi la finalité d’'un laboratoire de biologie médicale est double :

v' La mise a disposition des résultats fiables aux patients et prescripteurs
v' La satisfaction aux exigences explicites et implicites des clients et autres parties

intéressées.

Pour atteindre cette finalité, I'option de la mise en place d’'un systéme de management de la
gualité conformément aux référentiels ISO 9001 : 2008 et ISO 15189 : 2012 devient un outil

fortement recommandé.

Dans les pays occidentaux tels que la France, en plus de I'aspect réglementaire de mettre en
place des Bonnes Pratiques de Laboratoire (B#2)) il est envisagé de rendre obligatoire la

mise en place d’'une démarche qualité dans les laboratoires de biologie médicale dans un
premier temps puis I'accréditation selon la norme 1ISO 15189 dans un secon@4@ngsy

Le Comité Francais pour I'Accréditation (COFRAC) subdivise le domaine de la biologie
médicale en six (6) sous domaines : Biochimie, Hématologie, Immunologie, Microbiologie,
Génétique, Biologie de la Reproduction, chaque sous domaine étant divisé en (a6ille.
107, 108).

Dans le contexte africain au sud du Sahara, la notion de management de la qualité demeure un
engament volontaire méme si les exigences réglementaires vont dans le méme sens que les

exigences normatives.

Au Sénégal, la direction des laboratoires dans un cadre réglementaire a publié en 2009 des

exigences pour I'ouverture et I'exploitation d’'un LB&O, 77)

Le LBM BIO 24 structure privée (cadre de cette étude) s’est engagé dans la démarche qualité
depuis 1999, la premiére certification ISO 9001 fut obtenue en 2001 et I'accréditation selon la
norme ISO 15189 en 2012 dans les sous domaines de Biochimie, Hématologie et

Microbiologie.

Rappor- gratuit.com b



Ce dernier sous domaine est subdivisé en quatrefaf@#)lles : Sérologie Infectieuse,
Bactériologie, Parasitologie-Mycologie et Virologi&eule la famille de la Sérologie
infectieuse est concernée par la portée de l'attatémh du laboratoire BIO 24 en 2012.

Dans la continuité du processus d’accréditationfraeail a été entrepris dans le but de
proposer une méthodologie de validation des méthedebactériologie conformément aux

exigences de la norme I1ISO 15189 afin d’étendr@ftép d’accréditation.
Les objectifs spécifiques de cette approche ontété

v' Rechercher et mettre en place les exigences tagmay partir des référentiels utilisés

en bactériologie

v De vérifier les performances des trois automatéiség en bactériologie

v’ Vérifier les performances des sérums d’agglutimatitlisés pour I'identification

v' D’évaluer des points critiques et leurs moyensndétrise pour les analyses réalisées

en routine.

Ce travail est articulé comme suit :

v' La premiére partie sera consacrée a la revue biblhique sur le Systeme de
Management de la Qualité (SMQ) et les étapes dwlyae des prélevements en

bactériologie

v' La deuxiéme partie concernera le travail sur siecda méthodologie, les résultats

obtenus, la discussion et les conclusions.
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| Historique de la Qualité

I.1. Le Taylorisme

Les civilisations anciennes se sont d’abord appugée I'art et I'artisanat pour faire vivre et
progresser la qualité des productions au sein destés. A la fin du XVA™ siécle,
industrie est née du regroupement d’artisans,|al@rogression des techniques et de la
consommation de masse. L'offre étant tres inféeeuta demande tout se vend méme ce qui
est de mauvaise qualité. Dans 'entreprise I'étastit était dominé par des comportements

artisanaux et individualistes alors qu'il s’agisshe faire ceuvre d’industri€d4)

Dans ce contexte de I'essor de l'industrialisatiingénieur américairFrederick Winslow
Taylor estime qu’il est impossible de réaliser une prtidacde masse sans un minimum

d’organisation et de discipline, ainsi le tayloresest proposé.

Il s’agit d’'une méthode de travail qui préconiserdianisation scientifique du travail grace a
une analyse détaillée des modes et techniquesodeqiion (gestes, rythmes, cadences etc.)
dans le but dobtenir la meilleure facon de progludte rémunérer, et donc le meilleur

rendement(94)

Le taylorisme est donc une méthode de travail déndustrie qui consiste en une
organisation rationnelle du travail qui est divisetaches élémentaires, simples et répétitives,

confiées a des travailleurs spécialisés.

Le taylorisme fut par la suite critiqué comme mé@prouvante et démotivante. Pour éviter
les problemes induits par le taylorisme et de p#rmeux travailleurs de participer aux
décisions relatives a la production, d’autres cptioas permettant d’assurer la qualité du

produit final telle que le contréle de qualité sapparues.



[.2. Le ContrOle de Qualité

Le concept de la qualité date des années 1930 maitriser la qualité de la production
industrielle. Cette facon de penser a pris le jaursein d’'une entreprise aux USA «Bell
Telephone Laboratories» conduit paWalter Andrew Shewhart mathématicien de
formation. Suite aux problémes de non-qualité desdyits et services de l'entreprise,
Shewhart propose a cette époque un contrdle des produstsreices basé sur des méthodes
statistiques et réalisé par des personnes indéptsda la production concernée. C’est ainsi
gu’est né le service qualité qui contrélait & postela qualité des produits livrés. Ce concept

n'a pas connu un développement considérable jusantda deuxieéme guerre mondiale.

Vers 1941, le développement de la production indellet va favoriser une diffusion
généralisée des principes Skewhart (110)

En 1945 Armand Vallin Feigenbaum, qui travaillait pour General Electric, met aurgaine
méthode de gestion économique de la qualité qutiadde les codts d'obtention de la qualité
et les codts de non-qualité. Pour renforcer l'idégémontra qu'en matiere de qualité, il est

plus économique de mettre I'accent sur la prévermpie sur le controle.

Dans les années 50, au lendemain de la deuxientreegmendiale au Japon, naissent les
principes de la qualité totale et I'assurance @gigtiour la reconstruction de l'industrie.
L’introduction de cette notion de qualité au Japsmma faite par des américains comme
William Edwards Deming, Joseph Moses Juran, ArmandVallin Feigenbaum qui vont
permettre a I'industrie japonaise une reconstractils ont fait découvrir aux japonais que la
qualité n'est pas une affaire de spécialistes dir@e, mais qu'elle implique la direction

générale et exige la participation active de I'ertsle du personne{35)

La qualité, toujours vue sous l'angle classiquecdntréle qualité et du "bon produit ou
service" se diffuse dans beaucoup d'organismesetd bientét ses limites. Durant cette

période, un nouveau principe va naitre : I’AssueaQualité



[.3. L’Assurance Qualité et la Qualité Totale

Ce nouveau concept est basé sur la « confiancela @présomption » que le produit a la
gualité requise et celle-ci doit étre démontréeoat tmoment pendant la réalisation et

I'existence du produit sur des documents écritg@tives.

Ce nouveau concept avait permis de donner au dlieatgarantie a priori de la qualité du
produit final ou service. Ces principes serontdangnt diffusés dans les grandes entreprises
industrielles et tout particulierement dans lesustdes militaire, nucléaire et aéronautique.
(35)

C'est vers 1950 que les U.S.A. lancent ce nouveagept dans le secteur de I'armement
(Military Standard$: au lieu de réunir un corps de nombreux conimr8leou d'inspecteurs
pour vérifier la conformité de chaque piéce, il psiférable de s'assurer que I'entreprise qui
fournit les pieces au moyen de son systeme de rear@y de la qualité a acquis la capacité
d'assurer elle-méme la maitrise de son processpsodection et de contréle de conformité

aux exigences specifiéd85)

En France, I'assurance de la qualité a été inttedlans les années 1960, a I'occasion de la
fabrication du premier satellite francais par lentce National d'Etudes Spatiales. Elle a pris
de limportance dans la construction des centralesiéaires et les fabrications pour

'armement

En 1961 Armand Vallin Feigenbaum publie Total Quality Control titre mal traduit en

francais par « Maitrise de la Qualité Totale »liau de « Maitrise Totale de la Qualit¢35)

Dans les années 1970, la qualité des produits @pae fait ressentir dans les marchés
occidentaux. Cet envahissement fait prendre conseiaux grandes entreprises occidentales
de la nécessité de changer leur approche de lagu@ést ainsi qu’est née la Qualité Totale
concue parArmand Vallin Feigenbaum. En 1971 avedKaoru Ishikawa ils fondent
I’Académie Internationale de la Quali{&0)



Ce nouveau concept était basé sur la mobilisatidiingplication du personnel, considérée
comme composante importante de I'entreprise. Lalitquatant définie comme une
satisfaction, la qualité totale implique chaquectaon a mettre en ceuvre tous ses moyens

propres pour améliorer la qualité.

En occident, les conséquences de la crise et Siomades produits japonais de qualité
supérieure d'une part, l'inversion de la tendankeffre qui est supérieure a la demande»
d’autre part obligent aux consommateurs a l'altiveade la qualité (meilleure) et du prix
(bas).

Les entreprises occidentales prennent conscientz mkcessité de changer I'approche de la
gualité en initiant le concept de la qualité tat&le concept étant fondé sur un mode d’action
basé sur la participation et la mobilisation duspenel, les préoccupations stratégiques de

I'entreprise axées sur des modes d’actions tecbsigtiorganisationnels.

Apres l'apprentissage de la qualité occidentales |aponais se lancérent dans le
développement des outils du Management de la @uphrmi lesquels les cercles de la
gualité et le diagramme de causes et effetsatgu Ishikawa. (50)

[.4. Le Management de la Qualité Totale

C'est en 1980 que I'Organisation InternationaleNdemalisation (ISO) a créé le comité
ISO/TC 176 « Assurance de la qualité » pour élabdes normes « d'assurance de la

gualité » applicables a tous les domaines de Kmiguet des services.

La premiére série des normes ISO publiée en 19871%@ 9000, ISO 9001, ISO 9002 et ISO
9003) complétée par la norme ISO 84QRalité — Vocabulairg était intituléeGestion et
assurance de la qualitel'objectif était de mettre a la disposition déiférents donneurs
d'ordres un référentiel unique, international, dgestion et d'assurance de la qualité »
permettant d'auditer leurs différents fournissedrse stade de développement des normes
ISO 9000, il n'était donc pas question de les gppli a la certification par tierce partie des

systemes de management.



(modes d'actions techniques et organisationnel&®stCainsi qu’explose

'assurance qualité » qui est mise en ceuvre dansuidreux secteurs.

L’assurance qualité présente plusieurs enjeuxtalles enjeux internes a
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Il Les enjeux de la qualité

La déemarche doit étre de préférence volontairenmgide par la direction de I'entreprise afin
gu’elle montre des le début son engagement et lkemtéod’améliorer la satisfaction de ses

clients tout en motivant ses salariés. Les questoivantes doivent se poser :

Mettre en place un SMQ pour quoi faire ?

Qu’est-ce qu’'un SMQ va rapporter a I'entreprise ?

Qu’est-ce que la mise en place du SMQ va colten&réprise ?

Est-ce juste pour I'obtention de reconnaissanamationale (certification, accréditation) ?
Est-ce pour I'obtention d’'un outil d’'amélioratioortinue afin de progresser et d’accroitre la

satisfaction des clients ?

Vu sous ce dernier aspect, I'obtention d’'une rea@®ance internationale concrétise la

conformité et I'efficacité de la démarche par rappoun référentiel et a I'attente des clients.

Il n'en demeure pas moins que la qualité doit &me sous plusieurs aspects pour étre

pérenne, elle doit satisfaire beaucoup d’enjeux.

[I.1 Les enjeux économiques

L’entreprise doit améliorer sa compétitivité padiainution des prix de revient et maitriser
les codts de non-qualité.

La direction doit développer des stratégies pour :

» L'amélioration de I'image de marque de 'entregris
> La satisfaction et fidélisation de ses clients,

» La capture de nouveaux marchés.

[1.2 Les enjeux technologiques

L’encadrement technique en se basant sur I'étéiadect la veille technologique doit mettre

en place des dispositions pour :

» Malitriser des processus de production de plususngomplexes
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Diminuer les erreurs par la formalisation des mé#so
Uniformiser les produits ou services
Capitaliser le savoir faire

Transférer les technologies

YV V V V V

Faciliter I'insertion du nouveau personnel (maérgcumentaire)

[1.3 Les enjeux juridiques

En se basant sur la veille réglementaire et nommata direction doit mettre en place les

dispositions pour pouvoir démontrer :

» Obligation de moyens / obligation de résultats
» Responsabilités du respect de la conformité du yirgolar rapport a son périmetre
d’utilisation (sécurité des personnes, sécurité@am et environnementale)

» Disponibilité des preuves de bonne foi : touteplggsautions ont été prises

[1.4 Les enjeux sociaux

La responsabilité sociétale de I'entreprise impaselécliner les principes du développement
durable a I'échelle de I'entreprise par :
v L'implication et la mobilisation du personnel
v' La communication interne en mettant tout le mondenéme niveau d’information
v/ La motivation du personnel en :
o0 donnant plus de responsabilités individuelles,
0 permettant I'accomplissement de l'individu dans samail

0 rendant les acteurs partenaires actifs.

En plus des enjeux, les référentiels relatifs anagement de la qualité se fondent sur un
certain nombre de principes, ceux ci sont utilipés la direction d’'une entreprise dans le

cadre de I'amélioration continue des processus.
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[l Les principes du management de la qualité

Les principes du management de la qualité ont tatdi€ sur la base de I'expérience et des
connaissances collectives des experts internatioail participent au Comité Technique
ISO/TC 176, Management de la Qualité et Assurarda Qualité. Ce comité est responsable
de I'élaboration et de la mise a jour des normesa d@mille ISO 9000, ces principes sont au
nombre de huit(19, 51)

La mise en pratique de eorincipes a pour objectlfamélioration des performancese
I'entreprise auprés de ses différentes ciblesentdi personnel, actionnaires, fournisseurs,

partenaires etc.

[11.1 Principe 1 — Orientation Client

Les organismes dépendent de leurs clients, il emtivlonc qu'ils en comprennent les besoins
présents et futurs, gu'ils satisfassent leurs exige et qu'ils s'efforcent d'aller au-devant de
leurs attentes

L’écoute et la compréhension de leurs besoins pteset futurs est indispensable pour
satisfaire leurs exigences et d’aller au devantedes attentes. L’orientation client doit se

traduire par la mise en place d’'un processus darzortation avec les clients, une analyse
prospective de leurs besoins, une évaluation égutle leur satisfaction et le traitement de

leurs réclamations.

Ce principe permet :

v' de mieux cerner et comprendre les besoins ettiestas des clients

v de s’assurer que les objectifs de I'organisme sonthase avec les besoins et les attentes
du client

de mieux communiquer les besoins et les attenteieht dans tout I'organisme

de mesurer la satisfaction du client et agir ssirésultats afin d’obtenir cette satisfaction

de gérer méthodiquement les relations avec letclien

D N N NN

d’assurer, dans la démarche visant la satisfacleta clientele, une approche équilibrée
avec les autres parties intéressées (notammeiretzidn, les employés, les fournisseurs,

les financiers, les collectivités locales et laiéticdans son ensemble).
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[11.2. Principe 2 — Leadership

Les dirigeants établissent la finalité et les otaions de l'organisme. Il convient qu'ils
créent et maintiennent un environnement interne sdéaquel les personnes peuvent

pleinement s'impliquer dans la réalisation des otife de I'organisme

Pour toute entreprise désirant mettre en placeysteme de management de la qualité, la
direction doit déterminer clairement son réel ergagnt et ses orientations stratégiques. Elle
doit créer un environnement favorisant I'implicatidu personnel, définir des objectifs et

apporter de la valeur ajoutée.

La direction de I'entreprise doit établir ses okijsaet ses orientationge maniere ampliquer
pleinement 'ensemble de son personfbce a une bonne communication interne, ils seront
compris et motivants et créeront des valeurs conesilet des modeles de comportement

fondés sur I'équité et I'éthique

Ce principe a 'avantage :

de faire comprendre au personnel les objectifsetdréprise
de mettre en ceuvre de facon unifiée les activied&edtreprise
de réduire au minimum les défauts de communication
Etablir une vision claire du futur de I'organisme

De définir les éléments de mesure réalisables @aaluer les processus

AN N N N NN

Créer et entretenir des valeurs communes et deelewde comportement fondés sur

I'équité et I'éthique a tous les niveaux de I'oigae

<

Etablir la confiance et éliminer les craintes
v" Fournir au personnel les ressources, la formatémessaires et la liberté d'agir de maniére
responsable

v’ Susciter, encourager et reconnaitre les contribsiites individus.
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[11.3. Principe 3 — Implication du personnel

Les personnes a tous niveaux sont I'essence mé@merdanisme et une totale implication de

leur part permet d'utiliser leurs aptitudes au prafe I'organisme

Le personnel est le maillon principal et indispdsaans I'organisation d’'une entreprise, son
implication totale est donc fondamentale. Il fatitiser toutes les compétences internes au
profit de I'entreprise, motiver ses collaborateues engager, les rendre responsables et

concernés par I'amélioration continue.

Ce principe présente les avantages suivants :

v" meilleure motivation, implication et engagementpgusonnel pour I'entreprise

v/ amélioration de I'innovation et la créativité pdentreprise

v appropriation des performances de I'entreprisdgppersonnel

v" meilleure contribution du personnel a 'amélioratmntinue des processus

v" meilleure compréhension de I'importance de la dbuation et du r6le du personnel dans

I'entreprise

v/ acceptation plus aisée de la responsabilité esdimer sa part de responsabilité dans la
résolution des problemes par le personnel

v" meilleure évaluation du personnel en fonction dgeatifs attribués

v/ accroissement de la compétence et de la connagsdarnmersonnel

[11.4. Principe 4 — Approche processus

Un résultat escompté est atteint de facon plugieffie lorsque les ressources et activités

afférentes sont gérées comme un processus.

Le processus est défini comme un ensemble d'a&divdorrélées ou interactives qui
transforme des éléments d'entrée en éléments tle. 4dm €lément de sortie d’'un processus
constitue souvent un élément d’entrée d’un autegssus.

Une entreprise, quelgue soit sa taille et sa caxitplest organisée en processus que Ceux-ci
soient formalisés ou non. Dans I'approche processes entités doivent étre liées les unes

aux autres (interactions) et fonctionner ensemble pne meilleure performance du systeme.
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L’approche processus permet :

v

AN N N NN

L'utilisation efficace des ressources et la réductides colts et du cycle du
produit/service

L’obtention des résultats améliorés, cohérentseatigibles

une focalisation sur les opportunités d'amélioragbclassement par ordre de priorité

une définition systématique des activités nécessg@our obtenir un résultat désiré
I'établissement des responsabilités claires poge#dion des activités clés

'analyse et la mesure du potentiel des activités c

l'identification des interfaces des activités cé®c et entre les différentes fonctions de
l'organisme

Focalisation sur les ressources, les méthodes ebdéeriels qui amélioreront les activités
clés de l'organisme

Evaluation des risques, des conséquences et destsngees activités sur les clients, les

fournisseurs et d'autres parties intéressées.

[11.5. Principe 5 — Management par approche systeme

Identifier, comprendre et gérer des processus d¢ésrecomme un systéme contribue a
I'efficacité et l'efficience de I'organisme a atidtie ses objectifs

L’approche systeme permet :

L’atteinte des objectifs assignés par l'intégrataiialignement des processus

La focalisation des ressources et des effortsesuplocessus ayant un impact direct sur la
satisfaction du client

de conférer aux parties intéressées la confianaes da cohérence, lefficacité et
I'efficience de I'entreprise

de clarifier le fonctionnement de I'entreprise

de mettre a jour et de supprimer les activités mddates ou doublons et les zones
d’ombre qui sont des sources de dysfonctionnement

unestructuration et harmonisation du systeme pouinatte les objectifs de I'organisme
de la facon la plus efficace et efficiente

une compréhension des interdépendances entreolesspus du systeme
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v' Assurer une meilleure compréhension des roles ®trelgponsabilités nécessaires pour
réaliser les objectifs communs et réduire ainsblesages inter fonctionnels

v' de comprendre les possibilités organisationnelled’é&ablir avant d'agir les contraintes
liées aux ressources

v de cibler et définir la maniere d’opérer les atéigiparticulieres au sein d'un systeme

v' d’améliorer en continue le systeme par le biaisitif® de mesures et d'évaluations.

l11.6. Principe 6 — Amélioration continue

Il convient que I'amélioration continue de la perf@ance globale d'un organisme soit un

objectif permanent déntreprise

L'objectif permanent de I'entreprise doit étre laétg de I'amélioration de sa performance
globale, La performance ayant un impact direct lausatisfaction des clients. C’est un
avantage concurrentiel indéniable apportant soselest rapidité de réaction face aux
opportunités qui pourraient se présenter. La faonatdu personnel aux outils et aux
méthodes d’amélioration continue s’avere indispblasal’établissement des objectifs, la
mesure de I'efficacité des processus et la recesaace des améliorations ou les corrections

a apporter sont 'essence méme du principe.

Ce principe permet :

v' L’alignement des activités d'amélioration a tous feveaux par rapport aux objectifs
stratégiques de l'entreprise

v de disposer d’'une facilité edpidité de réaction face aux opportunités.

v lutilisation d'une approche cohérente a l'ensenthiesystéeme en vue de I'amélioration
continue des performances de I'entreprise

v d'assurer la formation du personnel aux méthodesitds d'amélioration continue

v' de faire de I'amélioration continue des produitecpssus et systemes un objectif pour
chaque individu dans I'entreprise

v’ d’'établir des objectifs afin d'orienter I'améliocat continue et des mesures pour en

assurer le suivi des processus
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Le principe de I'amélioration continue est reprééepar la roue de Deming ou PDCA

(Planifier-Dérouler-Contréler-Améliorer ou Plan-[BReck-Act).

Do

Action Check

Prévolr, Falre, Vérifier, Réagir

La Roue g& Deming et famstioration permanents. .

Figure 1. La roue de I'amélioration continue (wwilefer.org)

17



[11.7. Principe 7 — Approche factuelle pour la prise de décision

Les décisions efficaces se fondent sur I'analysgdotées et d’informations.

Décider c’est prendre des risques d'ou la prise désisions doit s’'appuyer sur des
informations fiables qui sont disponibles sous doene permettant leur analyse et leur
compréhension. La mise en place d’indicateurs pamts a I'aide de tableaux de bord permet

de répondre a ce besoin et facilite la prise désubérs.
Cette approche permet :

v de disposer de meilleure aptitude a démontreidaité des décisions antérieures par des
faits et des données factuelles enregistrées

v' de développer l'aptitude a examiner, mettre enecaischanger les opinions et les

décisions.

de garantir que les données et les informationssadgfisamment exactes et fiables

Rendre les données accessibles a ceux qui en swihbe

d’analyser les données et les informations a l'da@leméthodes valides

DN NI NN

la prise de décisions et actions fondées sur une ssaédgtuelle, equilibrée par

I'expérience et l'intuition.

[11.8. Principe 8-Relations mutuellement bénéfiquesavec les fournisseurs

Un organisme et ses fournisseurs sont interdépdadan des relations mutuellement

bénéfiques augmentent les capacités des deux srgasia créer de la valeur.

L'entreprise établit une communication claire awss fournisseurs, met en commun ses
acquis et ses ressources, recherche les voies ldaamtién et encourage celles réalisées par

ses fournisseurs.

Ce principe a pour avantage :

v' De développeles aptitudes accrues a créer de la valeur pouleles parties
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de développer une souplesse et rapidité des raadtae a I'évolution du marché ou des
besoins et des attentes du client

d’optimisation des codts et des ressources poniréprise

d’établir des relations avec les fournisseurs quiildorent les gains a court terme et des
considérations a long terme

de mettre en commun des acquis et des ressoureeses\partenaires

d’identifier et choisir les fournisseurs clés endtion des exigences des clients

de communiquer de facon claire et ouverte aveageant'information et des plans futurs
d’établir des activités communes de développentetibeélioration

d’inspirer, d’encourager et reconnaitre les amations et les réalisations des

fournisseurs.

L’amélioration continue d'un SMQ est facilitée patilisation d’'un certain nombre d’outils
dont la combinaison ou le choix varie en fonctienal complexité et de I'objectif recherché.

IV Outils utilisés dans le management de la qualité

Les outils utilisés apportent une méthodologie etmettent de rediriger les efforts et

ressources afin d’éviter une contre production.

Parmi ces outils, on distinguAMDEC, les5S les5M, QQOQCCP, Brainstorming, les 5

pourquoi etc.

IV.1. Les 5S (48)

C’est un outil d’amélioration continue congu pas japonais pour optimiser I'organisation

efficace d’'un poste de travail, d’'un service ourglentreprise. Il est basé sur la participation

du personnel qui prend en charge et organise g@atesle travail.

Les 5S viennent des initiales des mots suivants :
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SEIRI (trier) : Identifier tout ce qui est inutile, trier et @iner. 1l faut établir une liste de

taches et du matériel nécessaire a I'exécutionébd®s au poste.il faut donc distinguer ce qui
est utile et ce qui ne I'est pas en triant et emighnt. Ainsi, on ne gardera que le strict
nécessaire sur le poste de travail et dans somomm@ment. La manie d'accumuler et de

garder parce que cela peut servir ne favorisegopeobpreté et I'efficacité du travail.

SEITON (ranger) : ranger, classer, ordonner ce qui est utile. Selatous les éléments, les
outils nécessaires de facon ordonnée pour qu’iBnsdaciles a trouver et a ranger : c’est
savoir ou disposer les outils pour réaliser let@8ade la maniére la plus efficace possible.

C’est définir la maniére la plus efficiente de igal les taches.

SEISO (nettoyer): nettoyer I'espace, les outils, les équipemeriestCavoir un espace de
travail agréable, lumineux. C’est aussi s’assuver chaque outils, matériels est en état, prét a
servir car nettoyer intelligemment c’est inspecterver les anomalies C’est les premiers pas

vers la maintenance autonome des machines.

SEIKUTSU (standardiser) : organiser, établir et formaliser les regles alecfionnement de
I'entreprise. C'est définir I'état standard et tBshes a réaliser régulierement pour conserver
cet état standard. La seule bonne question a s poest pourquoi le standard n’est pas
respecter ? S’organiser jusqu’a arriver au stanshansuable, plus besoin de ranger parce que

plus d’outils, pas besoin de nettoyer parce qus g&ufuite, plus de source de salissure.

Il s’agit des regles, une regle sera appliquéeeogre comprise et encore plus facilement
encore quand le personnel participe a son élabara#ir ce sont les opérateurs qui définissent
leurs standards. LEEIKUTSU aide & combattre la tendance naturelle au lasdbaret le

retour aux vielles habitudes.

Une fois les trois premiers S accomplis, il faunbattre la tendance naturelle au laisser-aller
et le retour aux anciennes habitudes en mettapbiat des méthodes permettant de maintenir

cet état et d'éviter les déviations.
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SHITSUKE (rigueur) : respecter et améliorer améne la rigueur. L'axégede la continuité
dans le temps par le contrble effectué par la ligigearchique est une obligation pour la
réussite de8S. La ligne hiérarchique doit assumer son réle réstea-dire faire respecter les

standards, les régles, les modes opératoires sit@minuer a ameéliorer.

Pour faire vivre les 4 premiers S et repoussersidmites initiales, dans une démarche
d'amélioration continue, il faut surveiller réguéénent I'application des régles, les remettre
en mémoire, en corriger les dérives en instituamt systéme de suivi avec affichage

d'indicateurs

Les5S tout le monde en fait, connait, veut en fairegsagont les entreprises qui appliquent
avec le sens profond de la méthode. On observeesbwne application partielle des 3

premiers S mais pas des 2 derniers qui sont |ssipiportants.

L’outil 5Sa pour avantage :

d’améliorer la productivité, I'efficacité et la dita

de créer des comportements positifs et la fiertgagtciper au progres
diminuer les dysfonctionnements en terme de gratitie fréquence
réduire les pertes de temps

d'impliquer et de motiver le personnel en les renidateur du changement
creer I'esprit d’équipe

inspirer la confiance et donner une bonne image

libérer I'espace inutilement utilisé
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améliorer la sécurité au travail, réduire les resyde pollution et permettre au personnel

d’avoir une meilleure qualité de vie au travalil.
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Figure 2.Fonctionnement des 5 S dans une entrepitipe//www.sudonline 05/12/13)

IV.2. AMDEC (Analyse des Modes de Défaillance deues Effets et de leur
Criticité)

Une défaillance est la disparition ou la dégradatibune fonction ou laltération des
performances requises d’un produit/service. Eltecagctérisée par une ou plusieurs causes

et un ou plusieurs effets.
La cause est ce qui conduit a la défaillance, an estimer sa probabilité.

L’effet est la conséquence palpable de la causke saroduit/service et sur 'utilisateur final

L’AMDEC un outil d’analyse préventive qui permetidéntifier et de traiter les causes
potentielles de défauts et de défaillance avanisqne surviennent. C'est une méthode de
travail en groupe par la mise en commun de I'exgpé&e et de connaissance de chaque
participant.

On distingue plusieurs types d’AMDEC :

v" AMDEC produit pour vérifier la conformité dévelogpéonformément aux exigences du

client.
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v' AMDEC processus pour valider la fiabilité du prosigs de fabrication ou de réalisation.
Elle est utilisée pour analyser et évaluer laatéide toutes les défaillances potentielles
d’un produit engendrées par son processus.

v' AMDEC moyen de production pour vérifier la fiab#id’un équipement.

Toutes les causes potentielles de défaillanceestidiation de la criticité sont évalués par une

triple cotation :

v Gravité ou sévérité de I'effet du défaut ou dedéadlance G
v" Occurrence ou fréquence d’apparition de la caDse,

v Détection ou la probabilité de non détection dediaseD
L’indice de criticitelIC =G x O x D

Plus la criticité est importante, plus la défailanest préoccupante. Le seuil de criticité est
défini par chaque entreprise. Lorsque I'IC dépdssseuil, le groupe de travail recherche les
actions d’amélioration possible pour ramener I'l@raniveau acceptable en jouant sur I'un
des facteurs@, O, D).

Pour réaliser une AMDEC, on peut utiliser un tablgai comporte les colonnes suivantes :

composant ou sous-ensemble,

modes potentiels de défaillance,

causes possibles de chaque mode de défaillance,

effets de chaque mode de défaillance sur le systeme
indice de fréquence,

indice de gravité,

indice de détectabilité,

criticité actuelle,

S N N N N N N NN

actions recommandées et/ou remarques (suggestiensiélles, etc.).

Suivant le niveau de criticité atteint, certainetiams d'amélioration sont nécessaires. Pour
juger de leur impact, il faut refaire une cotatjpour diminuer ainsi la criticité jusqu'a un

niveau acceptable.
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Pour garantir un résultat acceptable, la réaliatioine AMDEC doit avant tout s'inscrire
dans une démarche d'analyse du systeme. En efié¢-cc aura permis d'identifier les
fonctions, les contraintes d'utilisation et d'eaminement, les parameétres critiques a mettre
sous contrble et sur lesquels les analyses type B®Porteront. Ainsi le périmetre sur

lequel TAMDEC doit étre réalisée sera identifié.

Une fois ce périmétre établi, on identifie de memigystématique les modes de défaillance

potentiels. On peut se baser sur l'expérience seqau, selon les domaines, sur des

référentiels définissant les modes de défaillantgpe » a prendre en compte. Ensuite, on

identifie pour chaque mode de défaillance : seseguson indice de fréquence (occurrence),
ses effets, son indice de gravité (classe de $é)des mesures mises en place pour détecter
la défaillance son indice de détection (classerdbabilité de détection).

IV.3. Le Brainstorming ou Remue-méninges

C’est une méthode collective de recueil d’'idéeswuprobléme donné afin de produire un
maximum d'idées pour comprendre ou résoudre unlgreb Cette méthode impose une

recherche d'idée en 3 temps :

1. Définition de I'objet du brainstorming et cohdion du groupe de moins de 10 personnes.
Cette phase pourra étre réalisée a l'aide del lQ@QDQCCP

2. Recherche d'idées par remplissage du sac d'idées

3. Evaluation des idées en allégeant le sac e¢ gardant que les idées les plus pertinentes

Cette troisieme phase pourra étre exécutée a kdkoutil Diagramme causes &fets et

I'outil des 5 pourquoi

Toutes les idées sont bonnes : Encourager I'émigbime grande quantité d'idées, aucune

critique des idées des autres n'est acceptée
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Rebondir sur les idées des autres : Indiquer autdio la séance de brainstorming que les
idées sont la propriété du groupe et pas seuledeentlui qui I'émet. Il faut encourager les
ricochets d'idées.

Dans le cadre de la résolution de problémes len&ti@iming est utile pour rechercher les
causes des dysfonctionnements. Cet outil sera paile rechercher les causes possibles qui

par la suite seront triées en fonction de leuripence.

Limites du brainstorming : délai pour réunir le gpe de travail trop important, mobilisation

du groupe trop couteuse, I'importance du probléme flaible pour réunir le groupe etc.

IV.4. Le diagramme des 5M ou diagramme de causes effets de
ISHIKAWA

Cet outil permet de présenter de facon claire deses pouvant produire un effet donné en les

classant en différentes familles.
Les 5M viennent des initiales de chaque nom dellami

Main d’ceuvre : les ressources humaines, les comgedadu personnel
Matiere : Matiéres premieres, documents, donndesiation

Matériel : I'équipement, les machines, le matéri®rmatique, les logiciels etc.
Méthode : Reégles de travail, procédures, protocoles

AN N NN

Milieu : environnement matériel ou immatériel, ciimhs de travail

Les 5M permettent d’aboutir & une vision communeneh hiérarchisée des causes

génératrices de I'effet observe.
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Matiere Materiel

E

—— e ————————

I'I-'I'éthl-:d'e Main d’oeuvre

Figure 3.Diagramme d’ISHIKAWA (www.biotechno.fr 1i2/13)

Tout en gardant le méme objectif, Bd peuvent étre étendus aux autves
La Mesurequi permet de vérifier de travailler a partir dérmations fiables

Le Managementui permet de mettre en place les méthodes d’eecsht du personnel et

des ressources.

Les Moyensfinanciers par I'élaboration du budget, pour uneilleure allocation des

ressources et la gestion des co0ts.

IV.5. Le diagramme de Pareto

C’est un outil qualité d’'analyse d'aide a la démisill met en évidence la loi 80/20 c'est-a-
dire que 20% des causes provoquent 80% des difetsgrande partie des problemes peut
étre résolue en traitant un nombre limité des cauke diagramme de Pareto permet de

déterminer les priorités d’action.

Le diagramme de Pareto est également appelé méetA@ie'ou regle des 80/20,.il est le
résultat des recherches de I'économiste itAlifredo Frédérico Damasosurnommé par ses

étudiants 'Marquis de Pareto" .

Le diagramme de Pareto est un graphique a colaquigsrésente les informations par ordre

décroissant et fait ainsi ressortir le ou les élgdes plus importants qui expliquent un
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phénomene ou une situation. Le diagramme de P#&aédt@pparaitre les causes les plus
importantes qui sont a l'origine du plus grand nenbeffets. Cet outil met en évidence les
20% de causes sur lesquelles il faut agir pouruéds» 80 % du probleme

La popularit¢ du diagramme de Pareto provient d'pagt parce que de nombreux
phénomenes observés obéissent a la loi des 20/&fyeed'autre part si 20% des causes
produisent 80% des effets, il suffit de travaikemr ces 20% la pour influencer fortement le

phénomene. La loi de Pareto est un outil efficacprise de décisiori48)

Le diagramme de Pareto est élaboré en plusieyssta

1. Déterminer le probléme a résoudre.
Faire une collecte des données ou utiliser desamdéja existantes.

3. Classer les données en catégories et prévoir uagarage "Divers" pour les catégories a
peu d'éléments.

4. Faire le total des données de chaque catégoriétetntiner les pourcentages par rapport
au total.

5. Classer ces pourcentages par valeur décroissantatégorie "Divers" est toujours en
dernier rang.

6. calculer le pourcentage cumulé

7. déterminer une échelle adaptée pour tracer le graph

8. placer les colonnes (les barres) sur le graphigpecommencant par la plus grande a
gauche

9. lorsque les barres y sont toutes, tracer la codelsgpourcentages cumulés

10.distinguer trois classes A, B et C qui se distritiuge la maniere suivante :

v' Classe A : Les items accumulant 80% de I'effet Mése
v" Classe B : Les items accumulant les 15% suivants

v' Classe C : Les items accumulant les 5% restants
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IV.6. Le QQOQCCP

Il permet de cerner complétement un probleme, @use; une situation donnée. Il est tres
utile dans la rédaction des certains protocolesidra vient des questions auxquelles on doit

répondre :

Quoi: de quoi s'agit-il ? Nature et conséquence du bme, Quelle est

I'activité/processus concerné par le probléme

Qui : Personnes concernées par le probléeme, Qui atatgnke probléme ? Sur quelle

personne le probleme a-t-il un impact ?

Ou : Localisation et périmetre du probleme, Ou lelppéone a t'il des conséquences ?

Quels sont les secteurs concernés ?

Quand : Caractéristique temporelle du probleme. Momeatl'dccurrence. Quand a
lieu le probleme ? Suite a quel événement ? Quedtesa fréquence d'apparition ?

Depuis combien de temps le probléme existe t'il ?

Comment: Mode d'occurrence du probleme, Comment le proklése révele t'il ?

Quels sont ses effets ? Comment procede-t-on (imlat@ethode, moyens) ?

Combien: quel est I'étendu du probléme ou I'importancepdabléme ? Combien de

produits ou de personnes sont concernées ou affeté

Pourquoi : pourquoi cela se passe-t-il ainsi ? Raisonsaeises du probleme (Pourra étre
déterminé par le diagramme de causes et effetewilldes 5 pourquoi). Qu'est ce qui

explique lI'occurrence du probléme ?
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IV.7. Les 5 pourquoi

C’est un outil est complémentaire aux outils précgs, il permet de chercher en

profondeur les causes qui expliqguent I'apparitiamdgrobleme

Bien souvent la cause, en surface, qui parait logieo'est que la conséquence

d'autres dysfonctionnements sous-jacents.

En se posant 5 fois la question du "pourquoi” onttraeen évidence les causes

racines du probleme.

Pourquoi niveau n I

- Pourquoi niveau n-1 I

—r.li'nurq uni- ﬁivaau M=2 l

—# Pourquoi niveau n-3

Pourquoi niveau n-4 I

Cause racine

Figure 4.Les 5 pourquoi

Exemple de résultats non-conformes sur un automate
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La maching a produit des
[eamposants non-confomes

1

1 : L
!LEI défaul n'a pas até

La maching &'es! déréglée

i =3

La maintenance n'a pas élé

—

Fnuiqunl Le dispositif de contrdle .
| ¥ . effectuéa sur un organe
niveau n-2 In asl pas efficace Lerliinier e la manchin.
N La fréquence de conirble [ ]j
|Pourguod n'est pas adaplée alx (L8 nouveay pam:}nnai de
|rﬂmu fi=3 |gques de dérie du :;f:;ﬂmm V8 pea B
|process

: Les connaissances suf i
anurquaJ faneticnnement de catte
|mivaau n-4 P ik i e machine m'ont pas &té

formallsees.

Figure 5.Recherche des causes racine

Dans cet exemple, on retrouve toutes les causesibpess on fait ressortir les causes

probables et I'outil des 5 pourquoi permet de regsguelles sont les causes racines.

30



Causes possibles

: Liste de causes

Causes probables

of z Liste de causes triges en
fonction de leur probabilité

Causes racines
1 : Liste de causes sur

{
[lesquelles an peut agir.

Causes averes

ik Liste de causes dant on a
la prevve gu'eles sont a
I"origine du probléme,

Figure 6.Liste des causes

Le SMQ est un macro-processus constitué de plisssamposantes (principes, processus et
outils). Sa réussite dans une entreprise dépedmfroche méthodologique utilisée lors de
la mise en place, celle-ci n'étant pas génériquaisndépend de la spécificité de chaque

structure.
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V Les différentes étapes pour la mise en place tequalité

V.1. La méthodologie TOP-DOWN

La mise en place d’un systeme de management dealdéjest un projet de la direction, elle
commence donc par un engagement clair de la diregis-a-vis du projet. Le point de départ
étant la vision de I'entreprise en prenant en cenigd exigences réglementaires, normatives

et I'écoute client.
La direction par la suite définit une politique Gigaqui sera déclinée en objectifs qualité.

Cette méthodologie exige une certaine expérienda gart de I'encadrement, de la direction
et du responsable qualité, & moins d’étre accomgpgnun qualiticien expérimente.

V.2. La méthodologie DOWN-TOP

La méthodologie se fait dans les sens inverse derdeiére, le point de départ est de
travailler avec les opérationnels en décrivantdesvités a travers des procedures et des
modes opératoires. Cette méthode a I'avantage dtdisen et d'impliquer trés tot les acteurs

ayant une incidence sur la satisfaction du client.

L’inconvénient dans cette méthodologie est de ré&sulm systeme de management de la

gualité a un systeme documentaire.

bY

Une méthode intermédiaire consiste a commencer #&eecadrement par I'approche
processus qui a I'avantage par sa transversalitérdpre avec la traditionnelle organisation

verticale en services, départements ou secteurs.
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V.3. Mise en ceuvre de I'approche processus

La premiére étape consiste a sensibiliser et fotmmeersonnel a I'approche processus ainsi

gu’aux outils utilisés dans le management de lditgua

La deuxieme étape consiste a :

v' Déterminer les processus nécessaires au systemeanieggement de la qualité et leur

application dans 'entreprise.

v' Déterminer pour chaque processus un nom, uneténéds données d’entrée, les activités

principales, les données de sortie.

v/ Déterminer les séquences des processus et lemdid@s entre processus par une

cartographie.

v' Déterminer les critéres et les méthodes pour astumaitrise des processus (objectifs,

indicateurs, valeurs cibles etc.)

v' Mettre en place les procédures exigées par lemagie les normes et nécessaires au bon
fonctionnement du systeme de management de lat&u@les procédures qui sont des
exigences internes et externes vont introduire nesions de non-conformité, de
réclamations client, d’actions correctives, actigréventives, actions d’amélioration,

d’audit qualité etc.

v' Déterminer les ressources et les informations séoes au bon fonctionnement du

processus.
v' Valider les processus par formalisation et nommempilotes pour chaque processus.

v Faire fonctionner les processus par les pilotes dé valider les indicateurs mises en

place et enregistrer les premiéres non-conformaetsons préventives et correctives
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v Surveiller, mesurer et analyser les processus érenen ceuvre les actions nécessaires

pour atteindre les objectifs et améliorer contiteraént.

Toute activité de I'entreprise doit étre réalis@msl un processus ainsi on va s’appuyer sur

tous les processus pour satisfaire aux exigencegétierentiels choisis.

V.4. Les familles des processus

Les processus sont regroupés en trois familles ptecessus opérationnels, les processus

support et les processus de pilotage.

V.4.1. Processus opérationnels ou de réalisation ouentés client

lls contribuent directement a la réalisation dudpib ou service, il commence depuis
I'expression du besoin par le client jusqu’a sasattion. Ces processus constituent le coeur

du métier de I'entreprise.

Exemple : Processus préanalytique, Processus @yt Processus post-analytique,

Processus de communication avec les utilisateutabawatoire etc.

V.4.2. Processus support ou de soutien

lIs contribuent au bon fonctionnement des autresgssus en leur apportant les ressources

nécessaires.

Exemples : Métrologie, Approvisionnement, Ressatdamaines, Maintenance, Hygiene et

Sécurité, Ressources Financieres etc.
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V.4.3. Processus de pilotage ou de management oudilection

lls contribuent a la détermination de la stratéfgda politique qualité et au déploiement des
objectifs a travers tous les processus de I'enteplis permettent leur pilotage et la mise en

oceuvre des actions d’amélioration.

V.5. Le management d’'un processus

Le processus est managé par un responsable appeté pu processus dont les
responsabilités doivent étre clairement définiesurpan meilleur fonctionnement du

processus. Il doit disposer de I'autorité, de lmpétence et des moyens nécessaires pour :

v’ vérifier le fonctionnement du processus et la bautiisation des ressources allouées

v’ suivre les indicateurs qualité du processus

v/ démontrer a tout moment que les objectifs quatité atteints

v' proposer des décisions afin d'apporter des comestisur des dysfonctionnements
constatés

<

proposer des actions d’amélioration

v' s’assurer de la mise en ceuvre des actions déatlgésfier leur efficacité.

Le pilote doit étre doué d’'un pragmatisme, cessgiécs doivent étre prises en concertation

avec les acteurs du processus.

Les résultats du processus doivent étre perceptiidr tous et s’inscrivent dans le cadre de

I'amélioration continue

V.6. La cartographie des processus

La cartographie permet de donner une vue globaléodationnement de I'entreprise en

visualisant I'entreprise et son fonctionnement.
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La cartographie permet une meilleure compréherdiocionctionnement par le personnel, elle
facilite le pilotage global, I'intégration des naaux collaborateurs et met en évidence la

finalité des activités.

Pour des structures plus complexes la cartographi@eut décrire toutes les interactions,
chaque processus est alors formalisé sous forméche de processus avec toutes les
caractéristiques du processus : intitulé, finaldénnées d’entrée, activités du processus,

données de sortie, les interactions, les objedti$sindicateurs, les valeurs cibles etc.

CARTOGRAPHIE DES PROCESSUS ERGPPIOTM4 V1O

§ PROCESSUS DE MANAGEMENT Version:10—14/11/12
MANAGEMENT DU SYSTEME
e -
’_‘ = Midecins
~Midecins u ~Patients
SAEy PROCESSUS OPERATIONNELS «Clinigues
Clinianes IPM &
PREANALYTIQUE ANALYTIQUE POST ANALYTIQUE Seciétés
IPM & —> —>
Seriét (FOT) Foz) {Fa3) |SATISEACTION
EYAGRENCES
o+ B
PROCESSUS SUPPORT [
MAINTENANCE/SYSTEME FINANCES APPROVISIONNEMENT
INFORMATIQUE (PS1) (P52) (PS3)
HYGIENE &SECURITE RESSOURCES HUMAINES METROLOGIE
Fs4 (F56)

—— —

Figure 7.Cartographie des processus d'un LBM (hmw.labobio24.sn)
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PRESCRIFTEUR: PROCESSUS POL CLIENT:
PATIENT, MEDECIN WE PROCESSUS
CLINIQUE Version: 10— 1411112 ANALYTIQUE
PILOTE: SECRETAIRE

FINALITE : Assorer en comtim wne bome prise en charge dupatient avec wn contrat conforme aux exigences du dient et aux
offres du laboratoire e foumir des échantillons conformes aux sectenrs malytiques.

DONNEES DOCUMENTS DONNEESDE
ACTIVITES
D’ENTREE ASSOCIES SORTIE
*Dossier pafient : Fiche
*Prescription - . de prelévement
Aconeil physique o téZ
médicale (client) I hori || PRPOUL: | pyeccriion il
*Revoede il .
- enregistréeet scannée
contrat
+Priseen charge R"“‘"‘“"‘“’f‘"‘“‘“""’“ +Fiche de renseignement
chien 2
e Revne de comtrat *PRPO102: sganec (FOZ) .
] Prélévements » Ticket de refrait
*Fichede . des échantillons | (clienf), Prise en charge
renseignement Emmiumm vérifiée (PS2)
. Veifici des Aftaiireat «SIL mﬂnﬂ identifiés
*Echantillons l
rapsis (clieaf) Recuell des échuntillons et validation | | *CBP *Fiche de prélévement
! exiérienr renseignée
*Besoins et attentes Acheminement 2 Iabomatoire ‘LivretCerba | (PO3)
(dlient) *SIL « Accueil »
renseigné, (PS2), (PO3)

Figure 8.Fiche d’'un processu AZSs opérationnaddRalytique) (http://www.labobio24.sn)
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VI Analyse des prélévements microbiologiques ault@ratoire

Les analyses de microbiologie sont faites dansutrdlaider au diagnostic, au traitement et a

la prévention des maladies infectieuses.

L’analyse biologique est constituée de trois phasesme décrites dans certains Guides de
Bonnes Pratiques (GBEA) : la phase préanalytigaepHase analytique et la phase post-

analytique.

L’exécution des ces phases met en jeu plusieurstitms a savoir médecin, préleveur,
technicien biologiste, biologiste qui doivent conmuer pour une meilleure prise en charge

du patient.

Tous les actes au cours de ces phases doiventrétes pour permettre de retrouaer

posterioriles auteurs en cas de dysfonctionnement.

VI.1. La phase préanalytique

La diversité des échantillons cliniques en micradgee confere a la phase préanalytique une

complexité particuliere qui doit étre maitrisée fmars les acteurs.

La phase préanalytiqgue comprend : la prescriptemjnformations cliniques, thérapeutiques
et épidémiologiques liees au patient, le mode deeie de I'échantillon, les conditions de

transport, les conditions de conservation préaiugigt

VI.1.1 La prescription

La prescription est rédigée par le médecin en géwérpar un autre acteur de la composante
médicale. Du fait de la complexité du plateau témhe du laboratoire, le prescripteur peut
souvent avoir besoin du support d’'un biologisterdeichoix sur les tests, leurs indications et

limites ainsi que leur frequen¢g0, 34, 116)
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La prescription est en général réedigée dans lelloatisolement et de I'étude de la sensibilité

aux antibiotiques.

Dans les cas particuliers, la prescription doitcjz@r le type de recherche : portage de
bactérie multi-résistante en vue d’'une préventieaherche de I'équilibre d’'une flore, portage

asymptomatique de bactéries opportuniste etc.
La prescription doit comporter :

v Le nom et la qualité du prescripteur ainsi que desrdonnées permettant de le
contacter.

v' Le nom, prénom, date de naissance du patient,datiah pour le patient hospitalisé

(service, numéro du lit) et¢€118)

Le diagnostic étiologique de I'infection

L’information sur un éventuel traitement en cours

Le but de I'examen pour les cas particulier (diaggizg recherche d’une colonisation)

Le site et la nature du produit pathologique

AN N NN

La recherche éventuelle d’'un micro-organisme palitic

VI.1.2 Le prélevement

Le prélevement est un acte clé de la phase préapmyet peut étre exécuté par divers
professionnels de santé habilité. La qualité dlepeinent ayant une influence considérable
sur le résultat, il est impératif que le recueillégehantillon soit fait dans les regles de l'art.
Le biologiste est donc responsable du prélevemaiit spit transmis ou collecté par le
laboratoire. Les écarts entre les conditions pigtgaes et le recueil d'un échantillon
doivent étre signalés et tracés afin de porteréssrves sur le résultat obtenu surtout lorsqu’il
s’agit d’'un prélevement précieux comme Liquide GaptRachidien (LCR), liquide de

ponction, piéce opératoire et€/g3).

L’échantillon doit porter un nom, prénom, date @éssance, nature de I'échantillon, date et

heure de prélevement.

Il doit étre en quantité suffisante pour étre reprdatif du tissu contaminé et pour permettre

son examen direct et sa mise en culture.
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Il doit étre recueilli de facon a ne pas ramensrgermes commensaux ou a étre contaminé

par les germes de I'environnement lors du recueil.
Son délai d’'acheminement doit tenir compte dedgifité des germes a rechercher.

Lorsque la présence des germes est intermittentie site de prélévement, la répétition des

prélévements est recommandée

VI.1.3 La conservation et transport

La situation idéale est 'acheminement de I'écHimmtiaussitét aprés collection, lorsque cela
n'est pas faisable, I'échantillon doit étre trans@oou conservé en tenant compte de la
préservation des germes et de la proliférationcde@saminants qui se fait a une vitesse plus
grande que les germes pathogénes. Les germesiteBauiles supportent un délai inférieur a
une heure, au-dela, I'utilisation des milieux dmsport est recommandée ou lorsque possible
I'échantillon est conservé a des températures cbibips a la physiologie des germes

potentiellement responsables de l'infection.

VI.1.4 Le rebut des prélévements inappropriés

Le biologiste est le seul responsable du prélevemmé&me si le recueil n’a pas été effectué
par le laboratoire, il doit donc définir les réglés rebut des échantillons. Dans certaines
situations un prélévement peut étre accepté ert dépi écart avéré du fait de la difficulté

d’obtention de I'échantillon (méthode invasive)ppostic vital du patient engagé ou d’'une
thérapie déja instaurée. Ces échantillons serordi @icceptés par le biologiste avec des

réserves portées dans le compte rendu.

VI.2 La phase analytique

C’est la réalisation des analyses selon les praeéduréalablement définies. La méthodologie
varie en fonction du produit pathologique et dbdatérie recherchée.
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L’analyse proprement dite comporte :

v une observation macroscopique pouvant dans cexaiorienter le diagnostic

un examen microscopique direct pouvant aidant dartains cas au choix des milieux
la mise en culture orientée ou a spectre largereotivin grand nombre de germes

en cas d’infection I'isolement et I'identificatiaiu germe

tests de sensibilité aux antibiotiques

AN NI NERN

VI.2.1. L'identification bactérienne

Malgré une automatisation de plus en plus utiliséetaines étapes demeurent indispensables
en bactériologie et servent de tests d’orientation.

v' L'examen macroscopique de la colonie : taille, pgitrtexture, consistance etc.

v' L'examen microscopique : morphologie, mode de geougnt, mobilité, coloration de
Gram etc.

v/ Caracteres culturaux : délai de croissance, atnéwvsple croissance, exigences nutritives,
culture sur milieux sélectifs

A ce niveau, un diagnostic d'orientation de famike du genre est déja perceptible et peut
déja servir au prescripteur pour une prise en ehangcas d’infection gravé?, 62.

Certains caractéres biochimiques disponibles sumiéieux d’isolement, €électifs ou sélectifs
peuvent étre utilisés pour confirmer cette orieatavers un groupe preécis

D’autres tests d’orientation comme I'oxydase, ldalese font avancer |'orientation du
diagnostic.

A partir de cette étape l'identification peut &manpléter par une galerie biochimie compléte
aboutissant a une identification complete d’espéce nécessitant quelques caracteres
complémentaires.

Certaines méthodes permettent une identificatipirdeadu germe par :

v' Larecherche directe des composés bactériens fdesyrar sérotypie ou a l'aide des tests
immuno-chromatographiqu€$3, 80)

v Par la recherche d'un fragment du génome bactpaePCR(89)

v Par un profile de composés chimiques des constiumattérien$l5, 101)
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VI.2.2. La sensibilité aux antibiotiques

La décision de réaliser ou non un antibiogrammesdému germe et du type d’infection ou
de la Iésion}{9).

Les méthodes sont nombreuses avec leurs avantagesorvenients, la plus accessible et
recommandée par 'OMS pour sa simplicité et sont ta$ est la méthode de diffusion de
Kirby Bauer.(59)

Le choix des antibiotiques varie en fonction du ngerisolé, du site de [linfection
(pharmacocinétique) et de I'état physiologique dtigmt.(59)

VI.3 La phase post-analytique

C’est la résultante de toutes les phases précédenédle est sous la responsabilité directe du
biologiste

La phase post-analytique est constituée :

v de la validation technique et biologique par lehiéciens au niveau des paillasses et
des biologistes. Elles tiennent compte de la nsaiu couple réactif/équipement ou
réactif/méthode, des données cliniques du patient.

v des interprétations varient en fonction des patiegltes peuvent étre codifiées pour
les cas les plus couramment rencontrés

v des conseils qui peuvent étre adressés au médeaumxgpatients suite a I'observation
des valeurs critiques ou a des examens complémentai

v conservations des données des patients par desgsades informatiques et la gestion
des enregistrements techniqué&s) (

En bactériologie, les analyses se font soit ad'adin automate soit en méthode manuelle.
Quel gue soit la méthode utilisée, ces analysegedbétre validées avant leur utilisation dans
un LBM. Cette validation se fait conformément aegammandations de certaines sociétés
savantes9pb, 105.
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VII VALIDATION DES METHODES (105, 106)

Le COFRAC distingue deux types de flexibilité :

On parle de portée flexible A lorsque le LBM uglisne méthode telle que recommandée par
le fournisseur. La méthode est dite adoptée, aveituament une vérification de

performances sur site,

On parle de portée flexible B lorsque la méthodealurnisseur est adaptée ou lorsqu’une

meéthode est développée en interne (conception)waveealidation de méthode.

Schématiquement, on distingue deux types de méhaideamen : quantitative et qualitative

Les méthodes quantitatives fournissent un réscitiiffré, sur une échelle continue a partir de
la mesure d'un signal en relation directe avec quemntité (analyte, molécule, substance,

cellule ou organisme etc.) ou une activité donreBaghalyte (enzymes).

Les méthodes qualitatives n’apportent pas d'infdionasur la quantité de I'analyte (cellule ou
organisme), mais seulement sur sa présence ou bsenae (positifinégatif), ou
l'identification de la caractéristique recherch@r.peut classer dans cette catégorie tous les

examens ou aucune mesure d'une donnée quantifi@lpleut étre déterminée et ceux dont
le résultat est obtenu par I'observation de lati@acpar comparaison avec des témoins
positif et négatif.

La plupart des analyses en bactériologie sont pke qyalitatif
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VII.1. Vérification sur site d’'une méthode de typequalitatif

Dans les méthodes de type qualitatif en bactérieldg difficulté réside en I'obtention des
échantillons positifs ou négatifs en nombre suffiggour vérifier la spécificité et la sensibilité

diagnostique d'une méthode.

Dans ces conditions, la vérification peut se liméeune vérification bibliographique ou aux

résultats obtenus suite aux EEQ, a I'évaluationridgsies ou a la qualification du personnel.

Un dossier de validation de la méthode sera coags forme d’enregistrement et contiendra

au minimum les éléments suivants :

La contamination entre échantillon s’il y a lieu
Stabilité des réactifs aprés ouverture (donnédsutmisseur)

Comparaison avec une méethode déja disponible avatdire

D N N NI N

La sensibilité et la spécificité peuvent étre étedisi de tels échantillons sont disponibles

(CIQ des coffrets) ou la participation aux EEQ.

VII.2. Maitrise de la qualité d’'un examen de type galitatif

La maitrise de la qualité d’'un examen de type tatidlnécessite la mise en ceuvre de moyens

divers, autres que les CIQ et les EEQ, on distingue

v' Maitrise de la qualification/habilitation et magmi continu des compétences du
personnel

Maitrise des conditions environnementales

Maitrise continue des équipements

Maitrise de I'échantillon primaire

Maitrise de la qualité des réactifs

Maitrise des méthodes de travail utilisée

Planification des CIQ et EEQ si disponibles

Suivi des performances de la méthode
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Amélioration continue
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Justification de I'étude

Le management de la qualité jadis concerné en it@joar le domaine industriel gagne de
plus en plus le domaine de la santé et en pasicldilaboratoire.

La contribution aux soins apportés aux patientgeexine qualité pérenne et une amélioration
continue des prestations d’ou I'importance de lagmn place d’outils permettant d’atteindre

ces objectifs et d’assurer la qualité des prestatio

En tant que laboratoire accrédité, BIO 24 se daiit@rvalle de temps régulier d’élargir la

portée d’accréditation afin de couvrir le maximuensis activités par I'accréditation.

Les prochaines étapes consistent a élargir lagligéede la portée d’accréditation a la famille

de la bactériologie

Objectifs

L’objectif général de cette étude est d’élargiptatée d’accréditation du laboratoire BIO 24 &

la famille de la bactériologie en validant les noélis utilisées dans I'unité de microbiologie.

Les objectifs spécifiques sont :

v" Recueillir des exigences supplémentaires applisadrbebactériologies contenues dans les
référentiels choisis.

v Vérifier conformément aux recommandations du COFRAE performances des trois
automates: BacT/ALERT, COBAS TagMah* et VITEK 2 Compadt”.

v’ Vérifier les performances des sérums d’agglutimatitlisés pour I'identification

v Evaluer les points critiques et proposer les digipos de maitrise a mettre en place suite
a l'analyse des risques par une combinaison deks alant TAMDEC et le diagramme
des causes et effets de ISHIKAWA.
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Cadre de I'étude

BIO 24 est un laboratoire de biologie médicale palgnt situé au 13 bis, rue Saint Michel. Il a été

cree le 03/01/1994 par un médecin biologiste sdaiggui en assure la direction.

De forme individuelle, le laboratoire est devengit® Anonyme en juin 2001.

Il intervient dans la réalisation d’analyses méldisall fonctionne en permanence
24 heures sur 24 et 07 jours sur 07. Pour ce fiaingllise une soixantaine d’'agents répartis entre

personnel technique et personnel administratif.

Le personnel technique est constitué de :

v" 16 Techniciens biologistes de jour qui constituentoeur du métier et qui sont chargés de
réaliser les analyses

v/ 08 infirmiers et préleveurs qui interviennent ailmsih localement qu’en dehors du laboratoire.

v' 07 Techniciennes de surface qui assurent la p@ptdthygiene des lieux.

Tous ces agents sont placés sous la supervisioe teechnicienne Major.

Pour assurer la continuité du service de jour congimenuit, une rotation des techniciens est

assurée. Ceux-ci sont placés sous la tutelle dodgispe assistant.

Le Major est placé sous la supervision des biotegigssistant.et ces derniers au nombre de 04

sont sous la tutelle directe du Directeur.

Le programme qualité est géré par un responsalteathagement de la qualité (biologiste).

Sur le plan administratif, le Directeur est asSise:

v' 01 Responsable des ressources humaines chargéirdeldéolitigue en la matiére, il a sous

son autorité :

« Les Agents Administratifs chargés du dépdét desltasy de la récupération des

échantillons et de diverses courses relatives addwtionnement du laboratoire.
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+ Les Secrétaires Administratifs et Comptables ofmrgle la facturation, du
recouvrement et de la gestion des prélevementsaxts

v 01 Chef Comptable qui supervise et coordonne leicger«Comptabilité» composé d'un
Comptable et d'un Assistant Comptable : activitdemalisée dans les premiéres années
d’exploitation, le développement du laboratoireoaduit a tenir une comptabilité interne et en

temps réel

v' 01 Responsable du pool des secrétaires qui gésectétariat médical chargé de I'accueil des
patients et du traitement de leur dossier.

v" 01 Ingénieur biomédical chargé de la gestion degpéments. Il est assisté par un Technicien

biomédical.

v' 01 Contrbleur de Gestion chargé de veiller a ledfice de la gestion
Le laboratoire s’est engagé dans une démarchet@upuis 1999 et avait obtenu sa premiere
certification 1ISO 9002 version 1994 en décembrel2@® certification ISO 9001 version 2000 en

novembre 2003 et la certification 1ISO 9001 vers2608 en 2009.

La démarche sur l'accréditation conformément adame ISO 15189 fut entamée en 2005 et
I'accréditation par le COFRAC fut obtenue en mars22
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METHODOLOGIE

| Exigences applicables

La mise en place des bonnes pratiques de labaratstrbasée sur des exigences contenues
dans un référentiel, guide techniqgue ou autre decisnchoisis par le laboratoire et

considérés comme référentiel.
Les documents de référence choisis pour la rechatel exigences sont :

La norme ISO 9001 : 2008

La norme ISO 15189 : 2012

Le Référentiel de Microbiologie Médicale (REMIC)

Comité Qualité de la Société Francaise de Micraigiel (QUAMIC)
European Manual of Clinical Microbiology

Guide de Bonne Exécution des Analyses (GBEA)

AN N N N N

Microbiology Check List CAP Accreditation Program

Une revue des exigences contenues dans ces dosumeétdé faite dans le but de compléter

celles existant et de les mettre en applicatiors dapratique quotidienne du LBM BIO 24.

Ces exigences ont concerné les phases Préanalytigalytique et Post-analytique ainsi que
les processus support ayant un impact sur la guddis résultats :

Recueil des échantillons, transport et conservation
Analyse ou traitement des produits pathologiques
Isolement et identification des micro-organismes
Tests de sensibilité aux antibiotiques

Maintenance des équipements et autre matériel
Compétence de personnel

Approvisionnement de réactifs

Gestion de la documentation
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Environnement de travalil
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[I. Vérification des performances des méthodes autoatisée

Trois automates étaient concernés par cette validat
BacT/ALERT™ de BioMérieux pour les hémocultures
COBASTagMan" de ROCHE DIAGNOSTIC pour la PCR @hlamydia trachomatis

VITEK 2 Compact” de BioMérieux pour identification et tests de shiligdé aux

antibiotiques.

[I.1. BacT/ALERT

n AT 30

Figure 9.Automate BacT/ALERY (www.biomerieux-usa.com)
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[1.1.1. Principe de la méthode

BacT/ALERT est un systéme de détection de la caltoicrobienne dans des échantillons de
sang ou autres liquides biologiques (ascite, plewagticulaire etc.). Les flacons sont

constitués d’'un milieu de culture qui offre des ditions optimales aux micro-organismes
habituellement rencontrés dans ces produits pajltples. Le flacon inoculé est placé dans

linstrument et suivi en continu pour détecter tagence de germes.

La détection est basée sur une méthode colorirnétrige substrat inclus dans le milieu est
métabolisé et produit du GQlissous dans le milieu traverse la membrane qduiee le
détecteur, celui-ci change de couleur en passarleluvert au jaune. La couleur jaune

augmente les unités de réflectance et 'automdtetiéle flacon comme positif.

Figure 10.Flacons aérobie et anaérobie et pédiasigositif et négatif du BacT/ALERT
(www.biomerieux-usa.com)
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[1.1.2. Matériels

Automate BacT/ALERT"

Souches bactériennes

Micropipettes

Densitométre DensiChé&k

Flacons hémoculture : aérobie et anaérobie

Incubateur de bactériologie

[1.1.3. Méthode

Les souches utilisées sont les souches de référeRseudomonas aeruginosaTCC
BAA1744, Klebsiella oxytocaATCC 700324 Staphylococcus aureu#®\TCC 29213
Enterococcus faecal&TCC 24212.

A partir d'une culture agée de 18 & 24 h, un inmcuble 0,5 McFarland soit 1UFC/mL a

été préparée puis diluée en cascade afin d’ohteeiisuspension de 10 UFC/mL.

Pour chaque souche, 1 mL de cette suspension iac&dée sur deux flacons aérobies et
deux flacons anaérobies a l'aide d’'une seringue.eiemplaire de chaque flacon a été

ensemencé dans BacT/ALERT et dans I'étuve.

Apres positivité de BacT/ALERT, le ballon de I'éana été observé au microscope. Les

ballons ont été repiqués puis identifiés pour caigan.
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[I.2. Cobas TagManTM CT v2.0

I1.2.1. Principe de la méthode

Le test COBASTagMa' CT v2.0 repose sur deux procédures majeures :
La préparation manuelle de I'échantillon pour obitde 'ADN de Chlamydia trachomatis

L’amplification par PCR simultanée d’ADN cible aaide d’amorces complémentaires
spécifiqgues de CT et la détection des amplicon€Tet de 'ADN contrdle interne qui est

amplifié et détecté simultanément avec I'échantillo

Le mélange réactionnel contient deux paires d'aesret des sondes spécifiques d'un
plasmide cryptique de CT, de 'ADN chromosomiquegdme ompA de CT et de 'ADN du
contrOle interne de CT.

La détection des amplicons utilise la technologiéRPen temps réel. Les sondes sont
doublement marquées avec un fluorophore et unitenibde la fluorescence. Les sondes du
plasmide et du géne ompA ont le méme fluorophardisaque celui du contréle interne CT a

un fluorophore différent.

Lorsque la sonde n’est pas hybridée, la fluoreseast inhibée suite aux effets de transfert
d’énergie. Par contre lorsque la sonde est hybrdsa cible, I'inhibition de la fluorescence
est levée par clivage de linhibiteur a l'aide dactivité nucléasique 5>3’ de I'ADN

polymérase thermostable.

La détection se fait donc en temps réel au furreeaure que I'amplification se poursuit.
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Figure 11. Principe du COBAS TagMan (molecular.eacm)

[1.2.2. Matériels

L’automate COBAS TagMan (Roche Diagnostic)
AMPLICOR CT/NG Specimen Preparation Kit

v/ tampon de lyse,
v diluant d’échantillon

COBAS TagMan CT Test, v2.0

v Contrble interne avec 8 copies/uL d’ADN plasmidiaqus infectieux
v' Contrble positif
v' Contrble négatif
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Réactifs d’amplification et de détection

v Master Mix
v' Tampon MA*

Tubes K pour 'amplification, Portoir de tube K
Tube d’extraction Sarstedt, Portoir de tube Satsted
Mixeur type vortex

Micropipettes : 50, 100, 200, Embouts a filtre

Milieu de transport M4R¥

! oY & 4 -'

Figure 12. Réactifs COBAS TagManTM CT v2.0 (molecubche.com)
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Figure 13. Appareil COBAS TagM&h (molecular.roche.com)

[1.2.3. Méthode

La vérification a éteé faite conformément aux recandations du COFRACL(Q5
Une répétabilité en utilisant le méme coffret aégpassages d’'un échantillon clinique positif
Une répétabilité en utilisant le méme coffret aégpassages d’1 échantillon clinique négatif

Une reproductibilité 30 valeurs de chaque contddieoffret (contrble positif et négatif) dans
plusieurs séries de passage des échantillonsudisigt avec des lots de réactif d’extraction et

d’amplification différents.

Etude de la contamination pendant I'extraction #ar@ant 12 échantillons positifs de 12

échantillons négatifs.

Une Evaluation Externe de la Qualité (EEQ) avecéldsantillons du Centre Toulousain de
Controle en Biologie (CTCB)

L'extraction de ’ADN a été effectuée conformémanik recommandations du fournisseur de

la maniére suivante :
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Recueillir 'échantillon par écouvillonnage cendisaus speculum. L’écouvillon est déchargé

dans le milieu de transport par vortexage.

Transférer 100 pL de cette suspension dans unSaistedt
Ajouter 100 pL de tampon de lyse et vortexer

Laisser agir pendant 10 min

Neutraliser avec 200 pL de diluant et vortexer

Laisser agir pendant 10 min, I'extraction est pg&ar I'amplification.

Préparation du mélange réactionnel

Vortexer vigoureusement le contrdle interne eatagon MA"*

Ajouter dans le Master Mix avec 50 pL de contrékeine et 150 pL de tampon Kin
Mélanger 10 fois par retournemeng jamais vortexer

Distribuer 50 pL du mélange réactionnel dans lbeglK

Distribuer 50 pL de I'extrait d’ADN

Placer le portoir K dans I'amplificateur dans |€srin et lancer le cycle d’amplification qui

dure environ 2h 30 min.
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[1.3. VITEK 2 Compact

11.3.1. Principe de la méthode

Le principe de lecture des cartes d’identificattsh basée la méthode colorimétrique.

Le principe de lecture des cartes AST est basauserméthode néphélimétrique avec un
rapport entre 'absorbance d’'un puits avec antidpia et d’un puits témoin sans antibiotique.
Le résultat de ce rapport permet de donner legeaés cliniques S, | et R. Il s'ajoute le
systeme expert qui modifie les résultats en fonctles phénotypes de l'identification et de
phénotype de résistances observés.

Le support des réactions est une cassette murtdepides contenant des antibiotiques ou des

substrats chromogénes ou non chromogenes.

[1.3.2. Matériel

Automate VITEK 2 Compact, Densitométre (DensiCleRIus)

Micropipettes, Embouts stériles

Solution saline stérile BioMérieux

Carte GN : identification des bacilles a Gram niégat

Carte GP: identification des cocci a Gram positif

Carte AST-N235 : sensibilité aux antibiotiques Besia Gram négatif d’isolats urinaires
Carte AST-N233 : sensibilité aux antibiotiques basia Gram négatif d’isolats non urinaires
Carte AST-N222 : sensibilité aux antibiotiques Basia Gram négatif non fermentant

Carte AST-P580 sensibilité aux antibiotigq@&aphylococcus aureus

Carte AST-P592 sensibilité aux antibiotiqu@&tseptococcust Enterococcus
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Carte AST-P576 sensibilité aux antibiotiquseptococcus pneumoniae
Carte AST-XNOS : sensibilité des Bacilles Multi-Résistants (BMR)
Portoir VITEK 2, Tubes de dilution et de préparation d’inoculum fournis par BioMérieux

Souches bactériennes

Disques d’antibiotique et applicateur de disques

W

—g ‘_.’ﬂ-.-

tnsesnsg
AT TR T

Figure 15. Carte AST sur portoir, carte identification VITEK 2 Compact et DensiChek Plus
(www.biomerieux-usa.com)
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[1.3.3. Méthode

Pour lidentification, les souches choisies sdétibteus vulgarisTCC 638Q Klebsiella
oxytocaATCC 700324 Staphylococcus saprophyticA3CC BAA 750

Pour la sensibilité les souches choisies sBaeudomonas aeruginosATCC 27853
Escherichia coliATCC 25922,Staphylococcus aureusTCC 29213 Enterococcus faecalis
ATCC 24212.

Pour la répétabilité, ces souches ont été analyseésis dans la méme série avec les cartes

d’'un méme coffret.

Pour la reproductibilité, les souches seront agglysians des séries différentes avec des lots

de réactifs différents.

Les isolats des EEQ fournis par College of Ameri€athologist (CAP) et CTCB ont été
identifiés et les tests de sensibilité aux antifiggs ont été effectués sur le VITEK 2

Compact.

La carte AST XNO5 pour la recherche fldactamase a spectre élargie a été validée par
comparaison avec la méthode de diffusion de disauec recherche du «bouchon de
champagne»1@) en utilisant 20 isolats des patients considéoésnce multi-résistants avec
les cartes AST 233 ou AST 235.

La préparation de I'inoculum se fait conformémaemt eecommandations du fournisseur de la

maniére suivante :

A partir d'une culture pure agée de moins de 24dwwn inoculum de 0,5 McFarland est

préparé a I'aide du densitométre (DensiChek) dartsilbe dédié au DensiChek.
Pour I'identification, I'inoculum est de 0,5 McFarld

Pour I'antibiogramme des bacilles a Gram néga#if iL de 0,5 McFarland sont transférés

dans un autre tube contenant 3 mL de solutionesalin
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Pour l'antibiogramme des bacilles a Gram posit#) 21L de 0,5 McFarland sont transférés

dans un autre tube contenant 3 mL de solutionealin

Ces tubes sont placés sur le portoir puis la tubulle la carte y est immergée. Le tout est

chargé dans l'automate aprés enregistrement.

L’antibiogramme par la méthode des disques a ét&daformément aux recommandations
du CA-SFM 2013 et EUCAST de la maniere suivante :

A partir d’'une culture de moins de 24 heures, wspension de 0,5 McFarland est obtenue et
diluée au 1/18™ les boites sont inoculées par la méthode de l\étonnage et les disques

sont déposées a l'aide d’'un applicateur de disduesubation se fait pendant 18 a 24 heures

Tableau 1. Résumé de la méthodologie de vérifinatas performances

Equipement Sensibilité Répétabilité Réproduct EEQ Comparaison
BacT/Alert 10 UFC NA NA NA NA

COBAS NA X 24 X 30 Effectuée NA

VITEK 2 NA X15 X 30 Effectuée Effectuée

[ll. Vérification de la performance des méthodes ddentification par
agglutination

Il s’agit de la vérification sur site des perforrnas des méthodes d’agglutination utilisées
pour I'identification.

Le principe de ces méthodes est basé sur la réadintigene-anticorps, la réaction positive
se caractérise par une agglutination macroscop@oes qu’une réaction négative se

caractérise par une suspension homogene.

La souche a identifier en culture pure est émuigendans une goutte du réactif déposée sur
une lame ou plague. Un mouvement de rotation gsficae pendant environ 30 sec a la

recherche d’'une agglutination.
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[11.1. Sérum anti-Salmonella (OMA et OMB)

50 isolats des patients ayant les caractéristipimshimiques de Salmonella et agglutinant
avec I'un des sérums polyvalents OMA ou OMB ontidé&ntifiés en paralléle sur VITEK 2
COMPACT.

111.2. Sérum anti- Staphylococcus aureuASTOREX™ STAPH-PLUS)

20 isolats des patients répondant aux caracteoenfation du genr8taphylococcusnt été
agglutinés avec le réactPASTOREX™ STAPH-PLUS puis identifiés sur VITEK 2

Compact.

Pour la tracabilité métrologique, le contréle ineedu coffret et deux souches de référence de
staphylocoque ont été utiliséesStaphylococcus aureuATCC 29213, Staphylococcus
saprophyticuATCC BAA 750.

Evaluation Externe de la Qualité avec des isolaStdphylococcus
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V. Evaluation des points critiques

La validation d'une méthode automatisée commence lpavérification sur site des
performances annoncées par le fournisseur, puifagten continue par des controles de
gualité. L'automate n’étant pas le seul composam@inaun impact sur le résultat, il est

nécessaire d’évaluer les autres points critiquesgt influencer le résultat final.

Pour une analyse qualitative non automatisee, lidateon est plus complexe que celle des
analyses de type quantitatif du fait que sa miseeenre requiere des moyens autre que les

CIQ et les EEQ du fait que dans la majorité desces contréles ne sont pas disponibles.

Ainsi la validation en termes de maitrise du preaesdans toutes ses étapes a été faite par la
maitrise des différents points critiques par la boraison de AMDEC et de I'analyse des
causes et effets ou le diagramme des 5 Matwu ISHIKAWA .

IV.1. Malitrise des 5M

M1 pour la Main d’ceuvre

v' Gestion des habilitations
v' Evaluation des pratiques professionnelles
v' Harmonisation des pratiques professionnelles

M2 pour le Matériel

Le matériel est constitué des équipements de mesudes équipements qui n’interviennent

pas dans la mesure mais ayant un impact sur l@&dal résultat

Parmi les équipements on distingue :

Les analyseursldentification et antibiogramme, Densitometr&nirbculture, Thermocycleur
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Les enceintes thermiqueses réfrigérateurs, Les incubateurs, Les autesla

Les équipements de mesurees thermometres, Les pipettes, La balance

Matériels divers La centrifugeuse, Poste de Sécurité Microbialogi

M3 pour Matiere

Par matiére on considére tout ce qui entre dariablacation, préparation ou formation du

produit finale, on distingue :

L'échantillon

v" Son mode de recueil
v' Ses conditions de transport

v/ Sa conservation avant et apres traitement

Les réactifs
Parmi les réactifs ayant un impact sur la quakig isultats on distingue

Les milieux de culture préparés au laboratoire

Les milieux commercialisés préts a I'emploi

Les cartes d’identification et de sensibilité ankil@otiques
Les réactifs d’agglutination

Les tests d’orientation pour l'identification

Les disques d’antibiotique

AN N N N N

Les colorants
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M4 pour Méthode
Rédaction conformément a I'état de I'art

Validation dans le contexte du laboratoire

M5 pour Milieu
Conditions de I'environnement :

v' Température
v" Humidité

v" Poussiére

IV.2. Etude de la criticité des réactifs et process

L’évaluation de la criticité est basée sur 3 pata@sede la cause ou anomalie cotéd @e3
il s'agit de la frequence, la gravité et la détbiii#. Les données sur les fréquences sont

basées sur les non-conformités observées au LBM2BIO

La fréquencgF) d’apparition des anomalies constatées par le latioegpeut Etre cotée de la
facon suivante :

v" 1 pour une fréquence de 0 a 1 fois par an,

v' 2 pour une fréquence de 2 a 3 fois par an,

v 3 pour une fréquence supérieure a 3 fois par an.

La gravité(G) de I'anomalie sur le processus analytique et sedences sur le diagnostic, le
traitement ou I'épidémiologie :

v 1 pour aucune incidence,

v 2 pour une incidence probable,

v 3 pour une incidence certaine.
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La détectabilité¢(D) de 'anomalie au cours du processus analytiqueiamtlles phases pré et

post analytique :
v/ 1 pour une anomalie détectable au cours du processgique,
v/ 2 pour une anomalie dont la détection peut étreiplesau cours du processus analytique,

v' 3 pour une anomalie non détectable au cours du gsaseanalytique.

La cotation de chaque parametre permet de caliinidice de criticité
IC=FxGxD

Un indice de criticité >6 est considéré comme un risque donc nécessitdispesition pour

la maitrise.

66



G

6\

/




I. Recueil des exigences

Les exigences recueillies ont été regroupées ex chtégories, les exigences générales et les

exigences techniques liées a des analyses spésfiqu

I.1. Les exigences générales

La maitrise des documents externes

Chaque nouvelle version de la notice d’'un fournisgmntient des informations nouvelles,
celles ci doivent étre revues afin de modifier éduelhement la disposition prise par rapport a

I'ancienne version.

Moyen de maitrise faire une liste des produits utilisés en micotdjie et pour chaque

produit noter la derniere version de la noticeigé#. Pour les produits livrés sans notice,
vérifier si la notice est disponible sur le site fdurnisseur. Faire une veille documentaire a

chaque livraison si le coffret contient une nouw&krsion de la notice.

La réactovigilance

Les lots des réactifs utilisés doivent étre traafs de pouvoir analyser I'impact sur les
résultats des patients en cas de retour d’'infoonatu fournisseur sur des lots défectueux non

détectés lors du controle.

Moyens de maitrise deux niveaux d’enregistrement, le premier avedopiciel de gestion

des stocks a la réception, le deuxiéme lors deadmigre utilisation au laboratoire a l'aide

d’un enregistrement en feuillet Excel lors de |aer disposition.
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Classement en niveau d’'urgence de prise en chaagexiamens de bactériologie.

Les examens de bactériologie dont I'exécution nat gre différée sont classés en 4

catégories.

Examens de classe A

Le résultat de ces examens peut modifier le pronwgal ou fonctionnel. La mise en ceuvre

immédiate et la réponse méme partielle est justifigours /7.

Maitrise de l'exigence Une liste des examens considérés comme de chasdeit étre

disponible au laboratoire avec un indicateur deiguiélai de transmission apres réception

inférieur a une heure).

Exemples : hémoculture, LCR, liquide de dialyseitpgéale, Lavage Broncho-Alvéolaire
(LBA), Aspiration bronchique, aspiration gastrigde nouveau ne, urines au cours d’une

pyélonéphrite, les suppurations profondes etc.

Examens de classe B

Le résultat de ces examens a un impact en ternsamté publique, il met en évidence un

risque de situation épidémique.

Exemples : recherche d&brio cholerag Shigella dysenteria®1, recherche ou isolement de
bactéries multi-résistantes SARM, ERV, EPC, BLSE et

Maitrise de I'exigence une liste des isolats considérés comme de clBssibit étre

disponible au laboratoire avec un enregistrement faymaliser la déclaration et les contacts
des prescripteurs ou des autorités sanitairesésotif

Examens de classe C

Ce sont des examens médicalement importants mais lpquel le patient n’est plus en
situation d’'urgence parce que déja pris en charégigalement. lls correspondent aussi a la
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spécificité technologique de la culture bactérieqoe nécessite des temps de réponse plus

longue.
Examens de classe D

Ce sont des examens devant étre traités pour peédes chances de diagnostic parce que
tout retard serait préjudiciable aux résultatsXfaégatifs du a la fragilité du germe)

Exemple : tout produit pathologique susceptibleatenir un germe fragile

Maitrise de I'exigence le manuel de prélevements doit préciser lesisldmréalisation apres

recueil de I'échantillon.

[.2. Les exigences techniques

Qualité du matériel de recueil

Les écouvillons en coton avec tige en bois sombaaqpire, les écouvillons recommandés pour

le recueil des échantillons doivent étre en nyloren dacron (polyester)

Pour les échantillons collectés par_écouvillonpajeest recommandé de faire deux

ecouvillons un pour la réalisation du frottis eilifre destiné a la culture.

Quantité de sang en hémoculture

Hémoculture : volume minimum conseillé pour I'agdudist de 20 ml soit deux ballons de 10
mL, le volume maximal est de 60 mL soit six ballales10 mL. Un volume supérieur a 60

mL n’apporte pas de valeur ajoutée.

Chez I'enfant, le volume varie en fonction du paids

Dela2kg:1,5a4,5mL dans un flacon soit 4¢ckfolume total

De 2,1 a 12 kg : 3 a6 mL dans un flacon soit 3%aume total

De 13436 kg :5a7 mL par flacon avec un marinde 4 flacons soit 2,9% du volume total

> 36 kg méme volume que l'adulte : 10 mL par flacamrec un maximum de 6 flacons
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Maitrise et suivi de I'exigenceMesurer le volume de sang recueilli dans leditaet suivre

le taux de flacons non conformes (volume insuffisaiout en tracant les préleveurs

concernés.

Hémoculture en cas d’endocardite

bY

Faire les préléevements a tout moment car la baobéei est constante. Si les trois

hémocultures sont requises, espacer les ponct@asuen intervalle minimum d’une heure.

En cas de résultat négatif, les prochaines hémgoeslse feront a 72 heures d’intervalle.

Hémocultures pour une septicémie a porte d’entigpasitif intra-vasculaire

Lorsque le dispositif est en place, faire deuxestd’hémoculture espacées de 10 min, la
premiéere série avec deux flacons par ponction usmgériphérique et la deuxieme série la

ponction se fait a travers le dispositif, c’esérhoculture apparentée.

Conditions de recueil des urines

Sauf contre indication telle que I'impériosité wire, le prélévement est fait au moins 4

heures apres la miction précédente pour permaitternps de stase suffisant dans la vessie.
En cas de recueil par un collecteur, la durée deateur doit étre inférieure a une heure
Pour la recherche des BAAR, recueillir la totatiggéla miction matinale 3 jours de suite.

Le délai de réalisation de 'ECBU aprés recueil gieses est de 2 heures.

Fréguence de réalisation des CIQ pour l'identificatet I'antibiogramme

La fréquence idéale des CIQ pour la sensibilitéidntification des germes est d’'une fois

par semaine.

La fréquence minimale est de une fois chaque demames ou aprés chacune des situations

suivantes : nouveau lot de réactif, interventionl'gguipement.
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Les écarts tolérés sont de moins de 10% par te¥P<ou < 3/30).

Si l'erreur n’est pas identifiable, refaire le tpehdant cing jours consécutifs.

Etude de corrélation des méthodes

Faire une étude de la corrélation soit avec legmgssles CIQ soit sur les isolats des patients
sur chaque type de carte AST entre le VITEK 2 Catiffaet I'antibiogramme par la

méthode de diffusion de disques.

Etude de I'impact sur les dossiers des patients

En cas de CQI non conforme, faire I'étude de lictpsur les résultats des patients depuis le
dernier CQI conforme en tenant compte des typedlideordances pour les catégories
Sensible (S), Intermédiaire (I) et Résistante (R),

v' Discordance Majeure (DM) pour un résultat rendaréR au lieu de S
v Discordance Tres Majeure (DTM) pour un résultaticea tort S au lieu de R
v Discordance Mineure (Dm) pour résultat rendu a$odu R au lieu de | ou rendu a tort |

aulieude SouR

Le dénombrement microscopique des éléments figloiése faire soit a I'aide d’un automate
de numération cellulaire soit a I'aide d’un dispidsle type cellule de Malassez ou cellule de

KOVA. Le résultat est exprimé par mL d'urines.

La méthode de numération semi quantitative par phamieroscopique sur urines centrifugée

n'est pas reproductible et ne doit plus étre @#dipour le dénombrement cellulaire.

Recherche de mécanisme de résistance

La recherche de pénicillinase obligatoire par mé¢hohromogénique pour les souches de
HaemophilusNeisseriaSASM sensibles a la pénicilline.
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La recherche de SARM est faite avec les disqueaaalactam 30 g ou de la céfoxitine 30

g avec une meilleure spécificité qu'avec le disdiogacilline 5 pg.

La recherche de BLSE est obligatoire pour les bi@stéa Gram négatif (entérobactéries,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter )sgp chaque fois qu’une résistance aux

céphalosporines dé™ génération est observée.

Condition d’incubation

La température optimale d’incubation recommandée fculture des bactéries mésophiles
estde 35 °C

Délai d’incubation des échantillons

Pour 'hémoculture avec suspicion d’endocarditeldiai d’incubation est de 21 jours
Pour le LCR, le délai d’incubation 5 jours

Pour la recherche déeisseria gonorrhoeadincubation est de 72 heures

D N N NN

Pour le diagnostic microbiologique des sécrétiamstho-pulmonaires, si la recherche de
Nocardiaou Actinomyce®st demandée, le délai d’'incubation est de 2Gjour

v Pour les collections suppurées, la durée d’incobagist de 72 heures

Disponibilité des résultats partiels

Pour toutes les analyses de la classe A commelR 168 résultats de la microscopie doivent
étre disponible pour la transmission au prescriptdans I'heure apres réception de

I’échantillon au laboratoire.

Recherche de germes entéropathogenes

Dans les diarrhées sanglantes en plus des germissadgroculture standar&#élmonella
Shigellg, les sérovars descherichia. coliO157:H7, 026, O55, 091, 0103 et O111 doivent
étre recherchés.
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Quantification de la flore bactérienne vaginaleseh équilibre

Le diagnostic de la vaginose bactérienne doit se &avec le score de Nugent-Krohn-Hillier

avec la classification suivante en fonction du sate Nugent :

v' Score de 0 a 3, flore normale avec prédominand®iede Doderlein
v' Score de 4 a 6, flore intermédiaire avec prédonuealune flore autre que Doderlein

v' Score de 7 a 10, absence de Doderlein et présanwftbre mono ou polymorphe.

Le diagnostic de la vaginose bactérienne (VB) eséar un score de Nugent > 6 associé au

morphotypeGardnerellaet anaérobie avec ou sans morphotyjobilincus

Tableau 2. Score de Nugent-Krohn-Hillier

Quantité de bactérie /champ (x1000 > 30 6a30 51a <1 0
Morphotype Lactobacilles 0 1 2 3 4
MorphotypeGardnerellaet anaérobie 4 3 2 1
MorphotypeMobilincus 2 2 1 1 0

Signification de la présence des salmonelles desisélles

v' L'isolement deSalmonella spmloit préciser s'il s’agit d'un isolement directn(éaveur
d'une symptomatologie aigue) ou d’'un isolement sarichissement (en faveur d’'un
portage)

v' En cas d'infection ou de portage, la coprocultuirglementaire est considérée comme
normale lorsque deux coprocultures sont négative4 heures d’intervalle et 48 heures

apres la fin du traitement.
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Intervalle biologique de référence

v" Pour 'ECBU, les valeurs de référence des leucsogtéiématies sont < Il
v Pour le LCR, les valeurs de référence des leucscgmnt < 5/mmEn cas de
contamination par le sang, le nombre de leucocgiggmente dans les proportions

suivantes : 1 leucocyte pour 700 hématies.

v La bactériospermie est significative avec un démemkent de 1DUFC/mL

Pour le diagnostic microbiologique des sécrétiansitho-pulmonaires, les valeurs seuil pour

le dénombrement :

v' Expectorations : 30" UFC/mL pour une & deux types de colonies
v' Aspiration bronchique ou LBA : $0" UFC/mL
v' Prélévement distal protégé 18 UFC/mL

Les valeurs de références des diameétres des digmugscertains antibiotiques varient en
fonction des especes bactériennes, il convient dbaitribuer ces valeurs en fonction des

especes bactériennes.
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[I. Vérification des performances des méthodes

II.1.BacT/ALERT ™

Les inoculations réalisées dans les ballons aéretbanaerobie avec les différents types de

bactéries, bacilles a Gram négatif et cocci a Guasitif ont monté les résultats suivants :

La souche d&lebsiella oxytoceATCC 700324 était la premiere a étre positive sygmviron
4 heures de temps dans le flacon aérobie suivemddlacon anaérobie environ 12 heures de

temps apres.

Le deuxieme germe a étre positif étaiPkeeudomonas aeruginosd CC BAA 1744 dans le

flacon aérobie aprées environ 16 heures d’incubation

Les cocciStaphylococcus aureusTCC 29213 eEnterococcus faecallBTCC 24212 ont été
positif apres environ 17 heures d’incubation.

Le flacon anaérobie deseudomonas aeruginogal CC BAA 1744 a été positif aprés 48

heures d’incubation.

Les flacons incubés dans I'étuve n‘ont pas moneésine de croissance a l'examen

microscopique aux mémes délais de positivité deofis du Bact/ALERT.

L’examen microscopique a montré des signes desanoce apres 24 heures d’incubation pour
tous les flacons sauf le flacon anaérobid°’deudomonas aerugino$d CC BAA 1744 qui a

montré des signes microscopigues de croissance 4Prgeures d’incubation.

L’identification effectuée pour la spécificité sles flacons aérobies a confirmé la présence

des germes inoculés.
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1.2. COBASTagMan™

11.2.1. Répétabilité

L’échantillon négatif analysé 24 fois dans la mésgeie a montré un résultat négatif sans

inhibition du contrble interne.

Le nombre de cycles du contréle interne avant Bapipn du signal est satisfaisante et varie
de 38 a 43.

L’échantillon positif analysé 24 fois dans la mégégie a montré un résultat positif avec un
nombre de cycles avant I'apparition du signal allda 26 a 26,3 et celui du contrble interne
variant de 37,7 a 40,1. Aucune inhibition n’a db&ervée sur la série effectuée.

Tableau 3. Performances COBAS TagMan

Répétabilité Reproductibilit¢ Contamination EEQ
Cobas TagMan

D

Satisfaisante Satisfaisante Absence Satisfaisant

[1.2.2. Vérification de la non contamination inter échantillon

L'extraction des échantillons positifs et négatén alternance n'a pas montré de
contamination par les échantillons positifs, toes échantillons négatifs n’ont montré aucun

signe d’amplification.
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11.2.3. Reproductibilité

Le passage des contrdles internes du kit positiegatif dans plusieurs séries de passage des
échantillons clinigues a montré des résultats fagants méme aprés changement de lot de

réactifs aussi bien d’extraction que d’amplificatio

Aucune inhibition du contréle positif n'a été obgs ni de contamination du contréle

négatif.

[1.2.4 Evaluation Externe de la Qualité

Les échantillons des EEQ fournis par le Centre disain de Contrdle de Qualité en Biologie

clinique au cours de I'année 2013 ont montré degltads satisfaisants

11.3. VITEK 2 Compact ™

[1.3.1. Carte ldentification

Sur les 64 réactions de la carte GN, les deux ssuatiliséesHroteus vulgarisATCC 6380
et Klebsiella oxytocaATCC 700324) ont montré une tres bonne répétabiit une

concordance sur les résultats attendus.

La souche testée avec la carte, @aphylococcus saprophyticdsTCC BAA 750 a été

identifiée correctement avec une bonne répétaiilitdes 64 réactions de la carte.
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11.3.2. Carte AST (Antimicrobial Susceptibility Testing)

Sur la carte AST-N233, la souclscherichia coliATCC 25922 a été passée 15 fois, 14
passages ont montré des résultats identiquesssii8lantibiotiques de la carte.

Concernant la carte avec des résultats discordamtdes 18 molécules, 12 ont montré un
résultat discordant. Aucune de ces discordanceét@’abservée sur les 14 autres cartes.

Sur la carte AST-N235, les 15 passages de la sodsbkerichia coliATCC 25922 ont
montré une bonne répétabilité sur les 19 antibiesqde la carte avec une concordance

parfaite sur les résultats attendus.

On observe une bonne corrélation des résultats lav@muchdescherichia coliATCC 25922

sur les molécules communes des cartes AST-N23%&tM235.

La souche dé’seudomonas aeruginogal CC 27853 qui a été passee 15 fois sur la carte
AST-N222 a montré une bonne répétabilité avec uoené concordance sur les 18

antibiotiques constituant la carte.

Les résultats préliminaires sur la reproductibifiténtrent la méme tendance observée avec la

répétabilité aussi bien avec les cartes d'idemitifon (GP et GN) qu’avec les cartes AST.

Les EEQ ont été analysées avec résultats satisfaigaur les cartes GN, GP et AST :

v' CAP D4-A2013 avec identification deénterococcus faecalist Citrobacter freundii
avec test de sensibilité aux antibiotiques.

v' CAP D4-B 2013Streptococcus pyogenestaphylococcus aurelet Escherichia coli
avec test de sensibilité aux antibiotiques.

v' CAP D4-C 2013 résultats non regus
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v/ CTCB 131 Staphylococcus aureust Stenotrophomonas maltophiliavec test de

sensibilité aux antibiotiques.

v' CTCB 132Nocardia sp(identifié par la carte ANC non encore évaluéelsisite) et

Pasteurella multocidavec test de sensibilité aux antibiotiques.

v/ CTCB 133Listeria monocytogendgentifié par la carte ANC non encore évaluée sur

le site) etKlebsiella pneumoniaavec test de sensibilité aux antibiotiques

v' CTCB 134Leifsonia sp(identifié par la carte ANC non encore évaluéelsisite) et

Raoutela ornithinolyticavec test de sensibilité aux antibiotiques

Les tests de sensibilité avec les cartes AST P&82ptocoques et entérocoques) et AST P580
(staphylocoques) et AST P576 (pneumocoque) ontndamte tres mauvaise répétabilité avec
des messages d’erreur en faveur d’une culture fisanfe méme apres augmentation de
linoculum. Ces résultats sont identiques sur des de cartes différents. Les tests de
sensibilité faits en parallele avec la méthode diusion de disques sur les souches de
référence et les isolats des patients ne monti@nidp signes de contamination ni de faible
inoculum. Ce phénomeéne est étendu a toutes lesso®8T des cocci a Gram positif.

Tableau 4. Résultats performances VITEK 2 Compact

Carte Souche de référence Répétabilité  Reprodiitéibi| EEQ

GP ATCC BAA 750 Satisfaisantg ~ Satisfaisante Sasafde

GN P- Vulgans ATCC 638 ef Satisfaisante | Satisfaisante Satisfaisante
K. oxytocaATCC 700324

AST N233 | ATCC 25922 Satisfaisante | Satisfaisante Satisfaisante

AST N235 | ATCC 25922 Satisfaisante | Satisfaisante Satisfaisante

AST-N222 | P. aeruginosaATCC 27853| Satisfaisante | Satisfaisante Satisfaisante
ATCC 29213 Non Non

AST cocci | ATCC 24212. satisfaisante | Non satisfaisante satisfaisants
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La comparaison des résultats de la carte AST-XN@&c da méthode de disque pour la

recherche de BLSE sur les 20 isolats cliniquegionhé les résultats suivants

Tableau 5. Comparaison AST-XNO5 et la méthode flesitbn de disques

Diffusion des disques
Total
BLSE + BLSE -
BLSE + 11 2 13
AST-XNO5
BLSE - 0 7 7
Total 11 9 20

Les discordances observées ont concerné deux Betietdes sur AST-NXNOS5 sans image
de bouchon de champagne ces isolats sont résisdafigssociation amoxicilline-acide
clavulanique, céfoxitine et toutes les céphalosaride " et £™ génération. Par contre les

profils de résistance observés par groupe de mlelsont identiques
Aucune contamination n’a été observée sur les gglpar la méthode de diffusion.

Pour les molécules communes entre AST-NXO5 et detes AST-N233 et AST-N235, on

observe une bonne concordance confirmant les aésist observées

[1.4. Identification par les sérums d’agglutination

Les 50 souches agglutinant avec les sérums polygal@MA et OMB ont été identifiées
correctement comm®almonella spavec un pourcentage d’identification bonne > 90%d@a
VITEK 2 Compact".

Le sérum antBtaphylococcus aurelBASTOREXM STAPH-PLUS a montré des résultats
satisfaisants avec les souches de référStagghylococcus aureusTCC 29213, agglutination

positive etStaphylococcus saprophyticA3 CC BAA 750 agglutination négative.

Sur les 20 souches, 16 ont agglutiné avec le féactété identifies comme Staphylococcus
aureus par le VITEK 2 Compact. Les 4 autres souobesagglutinantes ont été identifiées

commeStaphylococcus saprophyticus
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Les EEQ avec les isolats @&aphylococcusnt été correctement agglutinés : agglutination
positive pourStaphylococcus aurelwst agglutination négative po&@taphylococcus caprae
ces souches ont été correctement identifiées pATEK 2 Compact
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[ll. Evaluation des points critiques

I11.1. Maitrise des 5M

De facon générale, lé&sM ont fait I'objet de suivi et d’amélioration contie dans tous les

secteurs du laboratoire BIO 24.

[11.1.1 Main d’ceuvre : maitrise et maintien de la @mpétence du personnel

Tout le personnel travaillant dans le secteur daémmlogie sur les échantillons de patients
est habilité pour chaque tache dont il a la charda. tableau de polyvalence est
progressivement renseigné afin de gérer les dibpibds des compétences pour une
continuité des prestations. Le taux des opératepdyvalents est maintenu

proportionnellement a la charge du travalil.

Il existe une évaluation des pratiques professitemegsur les activités habilitées) pour

maintenir les compétences acquises pour chaquatepér

Une harmonisation des pratiques de lecture a étge nen place pour les lectures

microscopiques et les dénombrements des germesedidga a une fréquence planifiée.

Tableau 1. Exemple d’enregistrement de I’harmorasales pratiques de lecture

Pratiques de lecture

Opérateur | Dénombrement Dénombrement Conclusion sur I’harmonisation

leucocytes hématies

Opérateur 1

Opérateur 2

La concordance des résultats est basée sur umémeirnal toléré par exemple < 10% pour la
cytologie et le dénombrement des germes.
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Les écarts sont revus sur le champ avec le superni®ur apporter une correction.

Lorsque la dispersion est importante, I'échantileest observé au microscope a double téte

branché sur un moniteur pour harmoniser la lecture.

Les techniciens et secrétaires sont habilitéssirdas résultats dans le Systeme Informatique
du laboratoire (SIL).

En heure de garde, les techniciens sont forméatgliths a transmettre les résultats.

Les biologistes sont formés et habilités a la ptest de conseils en pré et post-analytique.

[11.1.2. Milieu : maitrise de I'environnement de travail

En préanalytique, l'espace accueil permet de récudes informations en toute
confidentialité de méme la collecte des échantill@e fait dans un espace garantissant

I'intimité des patients.

La température de la salle de I'unité de microlgaoest contrblée en continue par prise de
température chaque 15 min (thermomeétre 3¢t les données sont transférées & une unité

centrale (logiciel Sirius JRI) par radio fréquence.

L’intervalle de tolérance est fixé de 22 a 25 °Ctenant compte du fonctionnement des
automates et enceintes thermiques, de la consamvagis milieux et réactifs (stock local) et

du confort du personnel.

L’accessibilité limitée et I'étanchéité des fenétpermettent de garder un environnement de
travail exempté de rayons solaires et de pousdi@n@oins a un niveau n’entrainant pas de

souillures des milieux de culture ou des échamlo
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L’aménagement de I'espace de travail utilise lahoé¢ des 5S pour gérer I'espace étroit et

faciliter les mouvements du personnel opérant Eaep

Les surfaces de travail et le petit matériel soeésimfectées avec du Surfarfids

conformément aux recommandations du fournisseur pailtriser le risque infectieux.

[11.1.3. Matériel : maitrise de I'équipement utilisé

La maitrise de I'équipement commence lors de sauisition avec un cahier de charge

comme cela est fait de fagon courante au laboeaRID 24.

Pour les automates, l'installation au laboratoiréacformation des utilisateurs sont assurées

par le fournisseur. Ces automates ne sont utifjgéar le personnel habilité.

Les contrats de maintenance préventive sont signégsc les fournisseurs pour les

equipements dont I'ingénieur de BIO 24 n’est pamfa

Les maintenances de [lingénieur et utilisateur sgianifiées conformément aux

recommandations du fournisseur.

L’application de ces dispositions est suivie pargénieur de BIO 24, vérifiée lors des audits

et communiquée a la direction lors des réuniongildéage et la revue de direction.

Sur le plan métrologique, les équipements dispod@talon ou de matériel de contréle sont

vérifiés a fréquence planifiée.

La balance utilisée pour la pesée des milieuxattifé est vérifiée pour plusieurs parameétres
(fidélité, justesse, fluage, excentration) a I'atks masses étalons elles mémes reliées a des

étalons internationaux par le LNE (Laboratoire Niadéil d’Essai en France).

Les pipettes sont vérifiées l'aide de la balancepesée d’eau distillée comme recommandé
par le fournisseur. Les écarts type obtenus lorsadmesure de la justesse permettent de

catégoriser la pipette ou de la déclasser par rappme manipulation et son incertitude.
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Les thermometres sont vérifies a I'aide d’'un thematre étalon qui est relié a un étalon
international. L’écart maximal toléré (EMT) étard @l °C, les thermométres qui affichent un

écart > EMT sont retirés de I'effectif.

Les enceintes thermiques (étuves, réfrigérateuomgélateurs) sont caractérisées une fois
par an afin de délimiter la zone de travail conipatiaux exigences spécifiées par le

fournisseur ou la méthode.

Le Poste de Sécurité Microbiologique (PSM) est nsditpour sa capacité de protéger

I'échantillon et de protéger le manipulateur :

v lavitesse du flux est vérifiée a I'aide anémomeétre
v le test de contamination a 'aide des fumigénesgda I'extérieur et a I'intérieur
v’ la saturation ou colmatage du filtre est surveilléaide d'un signal sonore.

I11.1.4. Matiére : maitrise de I’échantillon et desréactifs

L’échantillon qu’il soit collecté par le laborateiou transmis par une autre structure est sous
la responsabilité du laboratoire d’ou le livret pl&lévement pour définir les conditions de

recueil, le volume minimal, la température et leadde transport avant réalisation.

La plupart des réactifs sont choisis chez des fesenrs ayant le marquage CE. La
conservation se fait conformément aux recommanasi fournisseur et la vérification des

performances se fait avec des contrdles.

Les milieux de culture commercialisés et prétemploi ont des certificats de conformité mis

a disposition par les fournisseurs.

Tous les milieux préparés au laboratoire font Bblj'un CIQ en vérifiant la stérilité, la

fertilité, les caractéeres biochimiques etc.

86



Pour les réactifs tels que les colorants, la ns&itest double : maitrise de la technique de

coloration et des réactifs de coloration. Des lapré§ixées sont préparées (bacilles & Gram-,

cocci a Gram+, BAAR) et insérées a chaque sérmbigation.

Tableau 2. Exemple CIQ préparation du milieu Hektoe

Souches
Opérateur | Lot du Controle | Caractéres Opérateur | Visa du
de Décision
date milieu stérilité du milieu contréle biologiste
référence
Lactose + E. coli
Lot mis en
Operl Lactose — Proteus Lot ) )
H2D1510 | RAS Oper2 circulation
01/12/13 SH, + Proteus conforme
Bioll
Négative S aureus

[11.1.5. Méthode : maitrise des procédures et modespératoires

Les éléments entrant dans la méthode sont corsstite® 4 premiers M dont la maitrise est
démontrée. L'élément fondamental de la méthodesest contenu et la séquence de ses
activités, sa base scientifique doit étre démontr¢eeliée a un document de référence ou

prouves scientifiguement. Une fois ce principe &da mise en place peut commencer.

La rédaction des documents sera effectuée parpl@sationnels ou avec leur participation.
Tout document rédigé doit étre vérifié les et appés avant diffusion comme l'impose

I'exigence de la maitrise des documents.

L’encadrement doit s’assurer que le contenu est dienpris et appliqué par les opérationnels

et que les versions des documents en vigueur sotgsslieux de travail.
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[11.2. Evaluation des points critiques sur 'ECBU

[11.2.1. Anomalies de la phase préanalytique

v" Non respect du délai de stase urinaire

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : interroger sur I'heure dedentére miction et noter le temps de la stase

sur la fiche technique ECBU. Notifier I'écart sil@é< a 4 heures.

v" Non respect du délai d’'acheminement au laboratoire

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 2

Indice de Criticité 12

Moyens de maitrise : noter I'heure de recueil, ndieeure de réception/réalisation de

'analyse. Si délai > a 2 heures, notifier I'écart.

[11.2.2. Anomalies de la phase analytique

v Mauvais dénombrement cellulaire

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18
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Moyen de maitrise : instauration de la double lecai corrélation inter opérateurs

v' Mauvais dénombrement des germes urinaires

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyen de maitrise : instauration de la double lecai corrélation inter opérateurs

[11.3. Evaluation des points critiques sur la recheche deC trachomatis

[11.3.1. Anomalie de la phase préanalytique

v" Mauvais recueil du prélevement (pauci cellulaire)

Fréquence 3 (estimée de facon indirecte aveedas pauci cellulaires)
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : éviter les écouvillons en gptdiliser les écouvillons en dacron ou en
alginate, éviter la période péri-ovulatoire aveoratance de glaire cervicale. L'urine du
premier jet doit étre recueillie aprés au moingdrhs de stase

[11.3.2. Anomalie de la phase analytique

v' Contamination inter échantillon

Fréquence 1
Gravité 3
Détectabilité 3

Indice de Criticité
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Moyens de maitrise : manipuler le contrble posiifres avoir fermé tous les tubes des

patients. Reprendre I'extraction et 'amplificatida tous les échantillons positifs en contigu.

[11.4. Evaluation des points critiques sur la recheche des mycoplasmes

l11.4.1. Anomalies de la phase préanalytique

v" Mauvais recueil du prélevement (pauci cellulaire)

Fréquence 3 (estimée de facon indirecte aveleds pauci cellulaires)
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : éviter les écouvillons en gptdiliser les écouvillons en dacron ou en

alginate, éviter la période péri-ovulatoire aveoratance de glaire cervicale.

v" Non respect du nettoyage cervical

Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité 1

Indice de Criticité 9

Moyens de maitrise : communication avec les préiesvpar remontée d’informations sur le

taux des géloses A7 souillées pour améliorer loyage de I'exocol

v" Non respect du délai d’'acheminement au laboratoire

Fréquence 1
Gravité 3
Détectabilité 2

Indice de Criticité 6

Moyens de maitrise : noter I'heure de recueil, ndieeure de réception/réalisation de

'analyse. Si délai > a 2 heures, notifier I'écart.
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[11.4.2. Anomalie de la phase analytique

v' Mauvais dénombrement des mycoplasmes

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyen de maitrise : instauration de la double lecai corrélation inter opérateurs

[11.5. Evaluation des points critiques sur le diagmstic de la VB

[11.5.1. Anomalie de la phase préanalytique

v" Mauvais recueil du prélevement (prélevement vuévair lieu de vaginal)

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : communiquer aux infirmiéres I&uilité de faire un écouvillonnage

vaginal au lieu de I'écouvillonnage vulvaire chazdune fille (vierge).

[11.5.1. Anomalie de la phase analytique

v Erreur sur la lecture du frottis vaginal

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyen de maitrise : instauration de la double kecti corrélation inter opérateurs, formation

et évaluation sur le score de Nugent-Krohn-Hillier
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[11.6. Evaluation des points critiques sur ’'hémocdture

[11.6.1. Anomalie de la phase préanalytique

v" Volume sanguin insuffisant

Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité 1

Indice de Criticité 9

Moyens de maitrise : communiquer aux préleveurs l'stiitité d’augmenter le volume
sanguin le plus proche possible du volume maxiraakst le volume idéal. Modifier le mode
opératoire, le Code de Bon Prélevement (CBP) diviet de prélevement en ajoutant la

correspondance entre le poids et le volume sarigpiélever chez les enfants.

v' Mauvaise désinfection du site de prélevement

Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité 3

Indice de Criticité 27

Moyens de maitrise : Procédure de désinfection deamsode opératoire « Hémoculture »,

disponibilité des produits de désinfection dansshkdkes et les mallettes des préleveurs.

[11.6.2. Anomalie de la phase analytique

v Incubation du ballon dans I'étuve puis dans I'audten
Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité
Indice de Criticité 9
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Moyens de maitrise : communiquer aux préleveurs I'stitité de garder les flacons a

température ambiante lorsque I'automate n’est pesszible

[11.6.3. Anomalie de la phase post-analytique

v’ Isolat non pathogéne, souillure de la peau ouatesitonnement

Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité 2

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : standardiser les commentpas les souches non pathogénes ou pour

les isolats sur ballon unique. Evaluer les tausaléllures et tracer les préleveurs associés.
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[11.7. Evaluation des points critiques sur I'identification et I'antibiogramme

[11.7.1. Anomalie de la phase analytique

v' Pureté et age de la culture

Fréquence 3
Gravité 2
Détectabilité 2

Indice de Criticité 12

Moyens de maitrise : repiqguage de la souche en deasdoute de pureté, prélever

superficiellement les grosses colonies.

v' Stérilité de la solution saline et du distributeur

Fréquence 2
Gravité 3
Détectabilité 2

Indice de Criticité 12

Moyens de maitrise : éviter de pipeter dans leoftadfaire des aliquotes. N'utiliser le
distributeur qu’avec des tubes stériles, ne ja#isiser pour réajuster I'inoculum. Stériliser
par autoclavage a fréquence réguliere le dispa#itifiistribution, et conserver le dispositif

entre 2 et 4 °C aprés chaque utilisation.

v" Erreur de choix de carte

Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité 1

Indice de Criticité 9

Moyens de maitrise : réaliser les tests d'orientatrers le diagnostic du genre, ne pas se
contenter de I'aspect des colonies ou la couleumslieu chromogéne : morphologie, Gram,

mobilité, catalase, oxydase.
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v’ Erreur sur I'ajustement de I'inoculum

Fréquence 2
Gravité 3
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : utiliser un densitométre cwéjra défaut des étalons de McFarland.

Eviter de racler la gélose en prélevant les coknie

v Etat physiologique de la bactérie : culture agébamtérie isolée sur un milieu sélectif

Fréquence 2
Gravité 3
Détectabilité 3

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : Préparer I'inoculum a partmneé culture de moins de 48 heures et sur

milieu non sélectif

v Les pseudo-résistances

Fréquence 2
Gravité 3
Détectabilité 2

Indice de Criticité 12

Moyens de maitrise : Vérifier toutes les BMR surlieni gélosés pour éventuelle

contamination
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[11.7.2. Anomalie de la phase post-analytique

v" Phénotype de résistance non modifié

Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité 1

Indice de Criticité 12

Moyens de maitrise : En cas d’indisponibilité de neethode automatisée, vérifier les

phénotypes de résistance avant toute validation

v Antibiotique non adapté au site de prélevement

Fréquence 3
Gravité 3
Détectabilité 2

Indice de Criticité 18

Moyens de maitrise : choisir des modéles de sarsfenction des produits pathologique et de
la pharmacocinétique des antibiotiques
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La validation des méthodes utilisées dans un LBMure approche permettant de garantir la
fiabilité des résultats.

Les exigences contenues dans le référentiel IS@AEEB) ainsi que les recommandations

des guides des sociétés savafids 86, 95, 105, 106, 10pkermettent de mettre en place des

dispositions dont I'application aboutit a des réstsl fiables.

Les exigences recueillies ont été reparties en datdgories, les exigences générales et les
exigences techniques. Ces exigences ont complé&s existant déja au laboratoire mais
surtout renforcées celles non formalisées ou dapplication n’est pas documentée.

Les exigences générales ont concerné la maitrsenatices des fournisseurs, la tracabilité
des lots des réactifs utilisés et le classementati@tyses en catégorie d’'urgence et de la
disponibilité de leurs résultats.

Ces exigences font souvent I'objet de questionrdimadits lors de la mesure de I'efficacité
des processu#l, 45, 81)

La plupart des LBM fonctionnent en portée (205), il est donc nécessaire de suivre les
modifications apportées par les fournisseurs dessibtices afin de modifier éventuellement
les documents de travail et les pratiques.

La tracabilité des lots des produits utilisés perenelaboratoire d’analyser I'impact sur les
résultats des patients en cas de retour d’infoomatu fournisseur sur les anomalies des lots,
mais également sur le plan réglementaire de faisedéclarations aux autorit@s 118)

Le LBM BIO 24 fonctionnant 24/24 se doit de dispodans tous les sous domaines d’'une
liste d’analyse urgente dont la disponibilité etniése a disposition des résultats doit étre
formalisée et utilisée comme indicateur sur leasapportés aux patier(ts 57, 62)

Les exigences recueillies couvrent les phases gl@ajue, analytique et post-analytique.

Les exigences de la phase préanalytique ont coldermatériel utilisé pour le recueil des
échantillons par écouvillon, les volumes requisaleg pour hémoculture en fonction de I'age
et le recueil des urines pour les examens cytohaltgiques.

L'utilisation des écouvillons avec tige en boiseetbout en coton déja prohib@s), cette
interdiction s’étend a tout autre préléevement dude la libération des substances inhibitrices
par le bois et d’'un faible pourcentage de relargdee germes par le cot¢@8). Ce faible

relargage pour donc aboutir a un dénombrement tecti@ible.
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Le fournisseur de BacT/Alert recommande pour un adulte un volume de 5 a 10 mL pour
'adulte et de 1 a 4 mL pour les enfants. Plusieurs auteurs ont montré que le volume de 20 mL
de sang a raison de 10 mL par flacon permet d’augmenter le taux d’isolats de 30% comparé a
un volume_<10 mL (9, 22, 86, 98, 33)Les recommandations européenne et américaine
proposent un minimum de 20 mL et un volume idéal de 40 a 60 mL par 24 heures pour un
adulte(33, 86, 98) Pour les enfants, seuls les guides européens tiennent compte du rapport
poids et volume sanguin a prélever et au-dela de 36 kg, le volume a prélever est le méme que
pour un adult¢33, 85, 98)

Malgré sa simplicité d’exécution, 'TECBU peut devenir un examen d’interprétation difficile
lorsque les conditions préanalytiques ne sont pas rigoureusement resf&tiées) Le

temps de stase urinaire de 4 heures et le délai d’'acheminement < 2 heures ont été préconisés
par plusieurs auteurs et guidé3l, 55, 86, 98)

Les pratiqgues du LBM BIO 24 n'utilisent pas de conservateur du type borate ni la
conservation pendant 24 heures a 4 °C du fait des distances rapprochées entre le laboratoire et

les sites de prélévements externes tel est le cas dans les pays occi2Bitade)

Les exigences techniques recueillies ont concerné la température et les délais d’incubation, les
fréquences des CIQ et lI'impact de leurs dérives sur les résultats des patients, I'étude de
corrélation des méthodes, les méthodes de dénombrement cellulaire et les mécanismes de
résistance, la recherche de germes entéropathogénes, sur le diagnostic de la vaginose

bactérienne et certaines valeurs biologiques de référence.

L’examen microscopique peut a lui seul dans certains produits pathologiques poser le

diagnostic ou apporter une information importante pour la prise en charge du (Bati&)

Le dénombrement cellulaire dans 'ECBU est un aspect trés important dans le diagnostic de
IITU, il n'est reproductible et précis que s’il est réalisé soit a I'aide d’'un automate par

cytométrie en flux soit par une cellule de numérainrbs)

Le diagnostic de la VB n'utilise que I'examen microscopique aprées coloration de Gram, la
culture n'ayant pas de valeur ajout@éé, 37, 87) L'importance de la précision dans le
diagnostic de la VB est surtout due a sa responsabilité dans les complications obstétricales et

les désagréments gynécologiq(Es, 58)
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Il existe d’autres critéres pour le diagnostica®'B bactérienne tel que les criteres d’Amsel
(109) criteres de Hay et Isaii2, 55) lIs different du score de Nugent par une apptiécia
non guantifiable de la flore et des critéres subfiepcomme le test a la potasse et la couleur du
papier pH HamsdB82).

Bohbot pense que le diagnostic est généralement cliniggie que I'examen

cytobactériologique vaginal est rarement ule

La température de croissance prescrite par pluseuteurs pour les bactéries mésophiles est
de 37 °C(2, 22, 36)comparée a 35 °C tel que recommandé par le RéDaos les
incubateurs de bactériologie, I'air sec associé& hausse de température peut aboutir a la
déshydratation des milieux gélosés et donc a Iéchene culture. La tendance vers le bas
aura moins de conséquences du fait de la limi@rignir tolérable pour obtenir une culture
(80, 100)

La prolongation des délais d’incubation des pradpathologiques a été également rapportée
parDenispour les pus, le LCR, la rechercheMlegonorrhoeaeet autres germes de culture et
d’identification difficile (100).

L’étude de la corrélation entre deux méthodesséils dans un laboratoire est une exigence
qui permet de garantir que les méthodes disponitiées un LBM sont superposables et
gu’en cas d’indisponibilité de la méthode princgydh deuxieme méthode (« Back Up ») peut

étre utilisée tout en garantissant la fiabilité tesultats(53, 105)

Les documents réglementaires et norm##igs 52, 53, 77g¢xigent que les CIQ soient réalisés
mais sans préciser la fréquence. La fréquence péeppar les sociétés savantes et certains
auteurs(16, 22, 95, 98kst minimum une fois chaque 15 jours, la fréequdmeedomadaire
serait idéale. En plus de la fréequence choisieguhaouveau lot devant étre contrdlé et toute
intervention sur I'équipement devrait étre validé pn contrble. Le choix de la fréquence par
le biologiste dépendra de la cadence des testisggadt de I'analyse de l'impact sur les
résultats des patien$20, 121) Plus les CIQ sont rapprochés moins I'étude sonplact sera
importante. L'étude sur I'impact devra se focalisar les DTM (résultats R rendu S) avec
risque d’échec thérapeutique et DM (résultat R wels) pour permettre au patient de
bénéficier d'un traitement plus léger et a moinciyét.

Les méthodes utilisées doivent détecter les mérasisde résistance les plus couramment
rencontrées en routine ou étre complétées par efts supplémentairg§4, 91, 92) La

découverte de ces mécanismes permet au biolodisterdenir pour orienter le prescripteur
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sur le choix des antibiotiques a presc(ité, 56, 67, 68).es isolats cliniques hébergeant ces
mécanismes ont un caractere épidémiogene, lendisation a été démontrée dans plusieurs
études(11, 26, 49) une déclaration précoce par le LBM contribuera aupture de cette

dissémination.

La sensibilité d’'un isolat n’a un sens que lorstpieble pathogéne de la souche est avéré,
cette attribution n’est pas facile dans les pradp#thologiques polymicrobiens comme les
selles avec les espéces conmmeoli ou encore avec les sérotypesSmonella sp(3, 29,

75, 86)

Dans les selles hémorragiques, en plus des shigdllealmonelles, la recherche de sérotypes
deE. colisérotype 0157 : H7 et autres sérotypes apparentés anportance particuliére du
fait de la possibilité d’évolution vers les pathgis plus graves comme le SHQ, 22, 98)

La présence des salmonelles a un rdle pathogeseagkré, la décision de traiter varie en
fonction des pratiques du fait que certaines sa#ithes ne sont qu’a I'état de portage et non
responsable d’'un syndrome aigu. Il est donc néresda préciser dans le compte rendu si

l'isolat a été obtenu directement ou aprés enrsemsent.

La mise en place des exigences dans un SMQ a pumlit§ de formaliser un cadre de
conformité a partir duquel la surveillance va dtgeces non conformités dont la maitrise

aboutira a I'amélioration continue du procesgLB).

La vérification sur sites des performances des ouéth font parties des exigences qu’un
SMQ doit satisfaire, ainsi les trois automatedséd (BacT/Alert, COBAS TagMan et VITEK

2 Compact) ont montré des performances satisfasant

Le choix des souches utilisées est justifié pgrilémiologie des souches isolées au LBM
BIO 24.

Le temps moyen de détection < 24 heures a étéwbsans d’autres études avec la méme
taille de I'inoculum (99, 111) Cette performance de détection précoce est coddrpar
d’autres auteurs qui montrent que lors des sepiggntous les isolats sont détectés au
maximum & la 72" heure et gue le prolongement au dela des 5 joast nécessaire qu’en
cas de situation clinique particulierement exprirpéele prescripteu6, 7, 47, 60)La taille

de l'inoculum de 10 UFC a été choisie en fonctienla concentration bactérienne sanguine

pour vérifiée la sensibilité du systeme. Des salils faibles ont pu étre détectés par des tests
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de stérilité des produits sanguins et pharmaceegigoontrant ainsi une bonne sensibilité de
la méthode(60, 79, 93)

Pour le COBAS TagMan, la vérification des perforeemattendues a été satisfaisante.

Le nombre de 24 échantillons au lieu de 30 telrggemmandé par le guide de validation du
COFRAC(105)est di a la configuration du thermocycleur.

Le choix d’'un échantillon positif au lieu du cor&binterne du coffret pour faire la
répétabilité est justifié par la nécessité de ddetrl’étape de I'extraction car le contrble
interne du kit est un fragment d’ADN extracelluéair

La méthodologie TagMan disposant d’un principe éstriction d’éventuels amplicons avant
les cycles d’amplification et d’élimination des Kbes sans les ouvrir, limitent la vérification
de la contamination aux étapes d’extraction etitigion dans les K-tubes. Ainsi la méthode
choisie par intercalation de 12 échantillons pfssigt négatifs a permis de montrer que la
pratigue du laboratoire n’expose pas les échansilftégatifs a une contamination.

L’EEQ a permis de confirmer la spécificité et I'ektude de la méthode.

Ces performances sont confirmées par plusieuregtomntrant la capacité de détecter des
faux négatifs sur des échantillons contenant désbiteurs (119), I'amplification des
nouveaux variants génotypiques par amplificatios cibles plasmidique et chromosomique
(46, 84)

Les tests de performances du VITEK 2 Compact osatigfaisants pour toutes les cassettes a
I'exception des cassettes AST des cocci a Grantip@&85T P580, AST P592) dont les
résultats des mesures de sensibilité apparaissentum messager d’erreur « insuffisant de
croissance bactérienne). Toutes les préparatians &ites dans les mémes conditions que les
autres cartes, la cause du message ne peut étra @ueaille de l'inoculum. Toutes les
hypothéses probables évoquées par le fourniss¢@t@rappliquées sans amélioration. Apres
un brainstorming et la recherche de toutes lesesalitypothése la plus probable retenue est
l'installation de la nouvelle version du logiciee WITEK 2 Compact. Les logiciels des
automates sont considérés comme des équipemedtsvent subir la méme procédure de
vérification du traitement des résultats d’anal{&® 104).Une correspondance a été faite au
fournisseur pour la résolution de lincident ou récaDes études attestant le bon
fonctionnement des cartes AST des cocci ont déjauliéeg76).

La répétabilité n'a été effectuée qu’avec 15 édhans du faite que l'automate de peut

analyser que 15 positions (carte) a la fois.
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Les études menées sur l'identification des cocchbaailles ont montré des performances
satisfaisante@1, 38, 39, 96)

Certains parameétres métrologiques des automatat ditactement difficiles a maitriser tel
gue le suivi de la température et les systemesdatark colorimétriques et néphélimétriques.
L’exploitation des CIQ et EEQ peut étre utiliséelirectement comme moyen de maitrise
analytique et métrologique des instruments d’'amal{28, 63, 117)

Ainsi les résultats satisfaisants des EEQ de l'an2@l3 peuvent étre considérés comme
preuves indirectes de la maitrise métrologique HEX 2 Compact.

La comparaison de la carte AST-XNO5 avec la méthamdiffusion a permis d’'une part de
vérifier la pureté des isolats pour exclure dessas résistances dues aux souillures et d’autre
part d’'observer les différences et de déduireiteds de chaque méthodg9). Les isolats
discordants présentent le profil de céphalospoeimgger produite, lorsque ce phénotype est
associé a une BLSE, la présence de cette derneéngeunt étre détectée par I'image de
synergig(14, 17c)par contre le test BLSE est positif sur AST-XNO5.

La carte AST-XNO5 présente également I'avantageéedter certaines molécules telles que

tigecycline et colistine pouvant étre utilisée mitement des BMR.

En plus de la vérification des performances, ladation des processus nécessite I'analyse
des points critiques ainsi que leurs moyens derisait

La particularité de la bactériologie qui est peuomatisée comparée aux autres sous
domaines rend cette analyse particuliere danslésysrocessu&’8, 113, 67, 68)La méthode
des 5M est la méthode la plus utilisées dans led (B, 122)

La gestion des ressources humaines est un aspsities en terme de disponibilité des
compétences surtout des LBM a service conf).

L’harmonisation des pratiques professionnellesuesioutil permettant de standardiser les
résultats quelque soit I'opérateur et le momentsdwice mais également une source

d’identification des besoins en formati@f5).

Le milieu qui est I'espace qui contient les clieries ressources humaines et le mateériel, il
doit étre en harmonie avec ses contenants poumgilieure efficacité des process(8,
113). Dans un laboratoire de microbiologie, en plusdeonception pour contenir le risque

infectieux, s’ajoutent les BPL et de 'utilisatidies équipements de protecti@®)
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Le matériel est constitué déquipements et petieténels, leur maitrise passe par la
qualification et I'habilitation des opérateurs plésontréle métrologique par les équipements
de contrdle, de mesure et d'essai (ECME). Le ramoent des ECME est une exigence

permettant de s’assurer du bon fonctionnement dérreg(27).

En bactériologie, la matiere est tout élément gquieedans la composition du produit final, il
s’agit donc de I'échantillon et des réactifs.

Le matériel conditionne la qualité du résultatglsalité des échantillons est assurée par la
disponibilité et le respect des préconisations daunel de préleveme(0, 73)

La maitrise des réactifs commence par son chos lpuiérification de sa performance.

Les méthodes conditionnent également le résulliatdeit étre choisie en fonction dd$/

précédent.

Aprés la maitrise des 5M et la mise en route d'ot@ssus, une derniere analyse s'impose,
celle des points critiques du processus ou encaikom faible.

L’AMDEC est un outil adapté pour décider de la 5t de mettre en place une mesure
préventive en fonction de la probabilité d’occure’'une anomalie.

La mesure préventive une fois mise en place deueatexigence formalisée qui créée donc
un cadre de conformité.

Ce moyen de maitrise de la dérive doit étre suileedonnées collectées (indicateurs) feront
'objet d’analyses. Celles-ci aboutiront & des d¢asions quant a I'adéquation de cette

disposition par rapport a la pratique du laborateira la qualité des prestations attendues.

La roue d&DEMING est en marche.

104



CONCLUSIONS

Le laboratoire est une des composantes de lagmisharge médicale dont la fiabilité des résukats

un minimum requis pour la bonne prise en chargpatient.

Le domaine de biologie humaine étant composé daeuits sous domaines, celui de la microbiologie

est composeé de plusieurs familles dont la bactagiel

En bactériologie, malgré I'arrivée progressive ‘detbmatisation, la plupart des activités est eacor

manuelle nécessitant des moyens de maitrise piapleres et a plusieurs niveaux.

L'organisation internationale de normalisation aleciorme ISO 15189 ainsi que les guides rédigés
par les sociétés savantes dans le domaine de t& bamaine ont énuméré un certains nombre
d’exigences permettant la maitrise des risques ldsrdffets aboutissent a I'altération des résaltz

mise en place et l'application de ces exigencesuestvoie qui méne vers la garantie de résultats

fiables.

Dans ce travail, nous avons dresse la liste dggrges dans tous les processus dont I'application p

le LBM BIO 24 permettra de renfoncer les dispositialéja existantes.

La vérification sur site des performances de 3raates (BacT/Alert, VITEK 2 Compact et COBAS
TagMan) ainsi que 2 sérums d’agglutinations uslipéur identifier les salmonelles &t aureusa
permis de démontrer que les performances assiguéesobtenues lorsque tous les points critiques

sont maitrisés.

L’évaluation des points critiques a été faite pae wombinaison des 5M et de TAMDEC pour un
certains nombre danalyses (comme I'ECBU, I'hémbgel, la recherche deChlamydia et

mycoplasmes, le diagnostic de la vaginose bact&ielfidentification et les tests de sensibilitéau
antibiotiques) et a permis d’énumérer des dispsta mettre en place pour la maitrise de cesassqu

donc I'amélioration de ces analyses.

La mise en place des dispositions obtenues au deucs travail avec des indicateurs de performance
pour améliorer continuellement le processus perorgtau laboratoire BIO 24 de pouvoir présenter
les dossiers des analyses de la famille de la t@logie lors du prochain suivi du cycle d’audit

COFRAC et également d’élargir cette méthodolodeefamille de Parasitologie-Mycologie.
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