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AVANT-PROPQOS

L'objectif de la présente révision de ce guide technique d'accréditation est d'expliciter
la stratégie du processus de vérification/validation de méthodes pour une meilleure
appropriation par les laboratoires. La stratégie se fonde sur une analyse des
risques permettant de définir des critéres pertinents d’évaluation des
performances des méthodes au regard d’un contexte qui peut étre plus ou moins
complexe. Comme tous les guides techniques, celui-ci ne contient aucune exigence
de méthodologie et de calcul mais des approches illustrées au travers d’exemples
non exhaustifs pour guider au mieux les laboratoires dans la démonstration des
performances de leurs méthodes et ce pour réaliser des prestations de qualité qui
satisferont les besoins des patients et des cliniciens;

Dans tous les cas, la démarche des laboratoires doit étre motivée par le service
médical rendu en vue d’une prise en chargeadaptée du patient.

Les approches contenues dans ce guide‘sont le fruit de la réflexion collégiale de
biologistes médicaux issus de laboratoires privés et publics, de membres des
instances de la section Santé humaine (Comité de Section et Commission
d’Accréditation), de représentants des sociétés savantes, des ordres professionnels
(ordre des pharmaciens sectioh G); d 'un représentant de fournisseurs de DM-DIV et
d’évaluateurs techniques{ef. liste présentée dans le chapitre 13 du présent
document).
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1 OBJET

La norme NF EN ISO 15189 définit les exigences particuliéres concernant la qualité et la
compétence, pour les laboratoires de biologie médicale ("LBM"). Quant a la norme NF EN ISO
22870, elle définit les exigences concernant la qualité et la compétence pour les examens de
biologie médicale délocalisés (EBMD).

Le présent guide technique explicite les exigences du paragraphe portant sur le processus
analytique et les thématiques associées aux normes NF EN ISO 15189 version 2012 et NF
EN 1SO 22870:2017 ainsi qu’a la norme NF EN ISO 15189 version 2022 concernant la
vérification / validation des méthodes en biologie médicale, en se fondant sur les bonnes
pratiques dans ce domaine et les performances communément observées et acceptées-(état
de l'art). Le laboratoire peut compléter ces informations a partir des recommandations
proposées par la SFBC, le GFHT, la SFM, TANPGM, I'INCA, ...

Ce guide ne se substitue pas aux exigences et/ou normes applicables au sein‘du’laboratoire.
Les approches qu’il contient et que le laboratoire est libre d’appliquer, sontcelles reconnues
par le Cofrac comme étant appropriées pour répondre aux exigences des normes NF EN ISO
15189 et NF EN ISO 22870, ainsi qu’aux documents Cofrac SH REF02 et SH REF 08. Dans
tous les cas, il appartient aux laboratoires de démontrer que les:dispositions prises permettent
de satisfaire pleinement aux exigences normatives, sur la base des éléments développés dans
le présent document.

Ce guide s'adresse :

e aux laboratoires de biologie médicale accrédités ou en démarche d’accréditation

e aux fournisseurs de dispositifs de_diagnostic in vitro (DM-DIV) pour comprendre et
accompagner les laboratoires dans leur démarche ;

e aux évaluateurs du Cofrac, il‘eonstitue a ce titre une base d'harmonisation a leur
usage ;

e aux membres des _instances du Cofrac (Comité de Section, Commission
d'Accréditation Santé.Humaine).

tout autre laboratoire réalisant des analyses de biologie humaine.

Le terme<laboratoire” utilisé dans le texte désigne le laboratoire de biologie médicale.
Cela étant, il peut étre utile aux laboratoires réalisant des analyses dans un cadre
médico-légal, les laboratoires de I'EFS exercant des activités de qualification biologique
des'dons de sang, les cabinets d'anatomie et de cytologie pathologiques (ACP) ainsi que

SH GTA 04 - Révision 02 7/168
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2 REFERENCES ET DEFINITIONS

2.1 Reéférences
Les références bibliographiques sont rapportées dans le chapitre 12 du présent document.

2.2 Définitions

Matrice : milieu faisant 'objet de I'examen/analyse (sérum, plasma, sang total, urine, LCR,
tissu, ...).

Mesurage : obtention expérimentale d’une ou plusieurs valeurs que I'on peut raisonnablement
attribuer & une grandeur. Les mesurages ne s’appliquent qu’aux propriétés quantitatives:

Technique : Ensemble de procédés reposant sur des connaissances scientifiques etdestinés
a la production.

Automate et automate référent : machine capable de produire des’résultats d’analyses.
L’automate référent est celui auquel se référe la structure en cas de comparabilité de plusieurs
automates.

Méthode : ensemble ordonné de maniére logique de principes, de régles, d’étapes qui
constitue un moyen pour parvenir a un résultat. Exemple.."couple automate/réactif, méthode
manuelle de décompte d’éléments figurés, ...

Méthode quantitative : méthode dont le résultat-fournit une valeur numérique d’'une grandeur
constituée d’'un nombre et d’une référence {10%, 22 mmol/L, ...) ou d’un ratio.

Méthode qualitative : méthode dontile résultat fournit un attribut ou une propriété d’'une
analyse que I'on ne peut pas exprimer guantitativement. Exemples : identification macro et/ou
microscopique, résultats binaires{presence/absence, positif/négatif, ...).

Méthode reconnue : méthode faisant I'objet de norme, d’instructions issues de consensus
international ou de réglementation. Les méthodes commercialisées qui utilisent des couples
automate/réactifs _dédieés qui correspondent & des DM-DIV marqués CE au titre de la
réglementation €n’vigueur sont considérées comme des méthodes reconnues.

Méthode-nonreconnue : méthode adaptée ou développée par la structure (cf. SH REF 08).

Vérification de méthode : confirmation par des preuves tangibles que les exigences
spécifiées sont satisfaites.

Validation de méthode : confirmation par des preuves tangibles que les exigences pour une
utilisation spécifique ou une application prévue sont satisfaites.

Processus analytique : ensemble des étapes qui aboutissent a I'obtention de résultats
d’examens.

Dans le cadre d’une approche processus, les données d’entrée du processus analytique
proviennent de I'étape pré-analytique et les données de sortie seront utilisées pour le
processus post-analytique (interprétation des résultats de I'examen de biologie médicale,
transmission des données...).
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Les examens de biologie médicale peuvent étre constitués d’'un seul processus appelé
« processus simple », comme le dosage des protéines totales dans le sérum ou de
I'enchainement de plusieurs sous-processus, appelé « processus complexe », comme le cas

de 'ECBU.

Exemples :

- processus simple : dosage des protéines totales

Examen

Principe de la méthode

Technigue automatisée

Dosage des protéines totales

Spectrophotométrie (biuret)

Automate
commercialisé avec ses
réactifs dédiés

- processus complexe : diagnostic biologique d’une infection urinaire

Examen Principe de la méthode Technigues manuelles | Techniques‘automatisées
Mise en culture en vue
du dénombrement Oeses calibrées Ensemenceurs
bactérien
Recherche, identification
et numération d’éléments | Examen direct )
. . . Analyse d’'images ou
cellulaires, germes microscopique avegou ey
. . : cytométrie en flux
bactériens et autres sans préparation
éléments
Recherche, identification ( : . .
L Examen-microscopique | Examen microscopique et

de germes bactériens et )) = L

1 et coloration : Gram... coloration : Gram...
de cellules

Détermination
phénotypique :
: S <morphologie f
Recherche, identification pnologie - Caractérisation
L - caractérisation TR
ECBU de germes bactériens R . biochimique

. Biochimique : .
et/ou bactéries o (spectrophotométrie)

o - colorimétrie P
spécifiquesr: . o - Spectrométrie de masse
) L - - séro-agglutination ! . b .
identification-bactérienne . . - Biologie moléculaire

- immuno-enzymologie
- immunofluorescence
Biologie moléculaire
- Méthode de diffusion - Inhibition de croissance
en milieu gélosé, en milieu liquide en
o inhibition de croissance | présence de certaines
Etude de la sensibilité . .
N ) en présence de concentrations
aux antibiotiques : . e .
L concentration d’antibiotiques, apres
antibiogramme standard, b . )
. S d’antibiotiques incubation
détermination des CMI . . . . . . . .
- Biologie moléculaire - Biologie moléculaire
- catégorisation SIR ou | - catégorisation SIR ou
CMI ... CMI ...
Répétabilité : conditions qui comprennent la méme procédure de mesure, les mémes

opérateurs, le méme systéme de mesure, les mémes conditions de fonctionnement et le méme
lieu, ainsi que des mesurages répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant une
courte période. La répétabilité représente la variabilité de I'instrument de mesure.

1 Pour les laboratoires exécutant cette étape
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Fidélité intermédiaire : conditions qui comprennent la méme procédure de mesure, le méme
lieu et des mesurages répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant une période
étendue, mais qui peuvent comprendre d'autres conditions que l'on fait varier. La fidélité
intermédiaire représente la variabilité de la méthode. Ce terme est parfois appelé
improprement reproductibilité intralaboratoire, en particulier si ce parametre est calculé a partir
de mesures réalisées sur des équipements identiques en miroir.

3 DOMAINE D’APPLICATION

Le domaine d'application du présent guide concerne le cadre spécifique de la « validation »
des méthodes en biologie médicale. Il est important de préciser que la grande majorité des
laboratoires adoptent des méthodes reconnues (portée flexible standard A). Dans ce cas,
la « validation » correspond & une vérification des performances du systéme analytique
(analyseur et réactif), lors de la mise en application (routine) dans le laboratoire. Cette
vérification permet de confirmer la fiabilité des résultats obtenus (« aptitude a I'emploi »), en
fonction des objectifs définis pour satisfaire les besoins cliniques. Cette vérification correspond
a un des éléments de la maitrise du processus analytique (cf. document SH.REF 02, §5.5.2),
et s’applique a I'ensemble des examens de la portée définie.

Les laboratoires peuvent également employer des méthodes adaptées. ou développées en
interne (portée flexible étendue B). Dans ce cas, le laboratoire ‘évalue, pour sa validation,
I'ensemble des critéres de qualité de la méthode susceptibles d'enydémontrer la maitrise.

En lien avec le document SH REF 08 rév. 06 §7.1.1, lessmadifications non liées a I'étape de
mesure et relatives au matériel annexe ne sont pas-considérées comme des adaptations de
méthode lorsqu’elles n’ont pas d’'impact sur I'étape \de mesure (portée flexible standard A).

Ce document propose des approches pour_chaque cas :
- la vérification sur site pour les méthodes adoptées (portée de type A),
- les vérifications pour les modifications sans impact sur I'étape de mesure (portée de
type A),
- lavalidation pour les méthodes adaptées ou développées (portée de type B).
Il aborde également la gestionide la portée flexible incluant notamment la maitrise des phases
pré-analytique, analytique-et.post-analytique.

Pour rappel, seuleCla;;phase analytique est envisagée en termes de « validation » de
méthode. La phase<pré-analytique, essentielle, est abordée notamment au travers de la
maitrise desfisques dans le présent document, ce qui n’exclut pas la réalisation d’essais dans
certains cas (type de conservateur, ...). Les laboratoires doivent prendre cette phase pré-
analytique 'en considération et mettre en place des dispositions satisfaisant aux exigences
d'accreditation et a minima respecter les instructions des notices d'utilisation si elles
sont spécifiques au fournisseur ou en valider les adaptations.

Il appartient au biologiste médical de se référer a la documentation technique du fournisseur
(notices, fiches techniques, références bibliographiques, ...). Il évalue et apprécie ces
informations a la lueur de recommandations ou de textes réglementaires, des attentes du
prescripteur, des critéres de performance proposeés (SFBC, GFHT, EFLM Biological variation...).
Ce travail d'expertise est une partie intégrante du métier de biologiste médical. La
vérification / validation proprement dite est ensuite effectuée. Le champ et la profondeur de cette
évaluation dépendent des circonstances et de chaque cas particulier. Elle est initiale, puis se
poursuit dans le temps (changement de lots de réactifs [si effet de lot connu], extensions
analytiques, maintenance lourde, changement de version de logiciel, ...).
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4 MODALITES D'APPLICATION

Le présent guide technique d'accréditation est applicable a compter du ler mai 2023.

Dans le domaine de la biologie médicale, et au jour de son approbation, ce guide technique
d'accréditation reflete I'état d'avancement des connaissances en termes de vérification /
validation des méthodes.

Dans ce document, les formes verbales suivantes sont utilisées.

Le terme « doit » exprime une exigence. Les exigences correspondent a la retranscription des
exigences de la norme d’accréditation, du prescripteur ou de la réglementation, ou relévent
des régles d’évaluation et d’accréditation du Cofrac.

Le terme « devrait » exprime une recommandation de bonne pratique. L'organisme estilibre
de ne pas suivre la recommandation s’il peut démontrer que les dispositions alternativesqu’il
met en ceuvre satisfont les exigences d’accréditation.

Le terme « peut » exprime une permission ou une possibilité. La possibilité.est.généralement
employée pour indiquer des moyens de satisfaire une exigence donnée; gue 'organisme est
libre d’appliquer ou non.

5 MODIFICATIONS APPORTEES A L’EDITION PRECEDENTE

L’objet principal de cette révision est d’intégrer les/exigences normatives par une approche
basée sur une analyse des risques permettant de)définir des critéres pertinents d’évaluation
des performances des méthodes correspondant aux besoins des laboratoires. Des précisions
ont été apportées sur la vérification des niveaux de performances et les méthodes de calcul.
En plus d’exemples de dossiers de vérification/validation de méthodes, des exemples de
méthodologies d’analyses des risques conduisant a des adaptations du dossier de vérification
/ validation de méthodes ont été-développés. Enfin, 'annexe sur les tests statistiques aborde
les bases de la réflexion pour.chaisir le test statistique le plus adapté au plan expérimental et
lillustration de l'utilisation de-ces tests par des cas pratiques des tests statistiques.

Afin d’en faciliter la Jecture; aucune marque de révision n’est indiquée.

6 PRQCEDURES ET ENREGISTREMENTS

6.1 Maitrise de la documentation — méthodologie

L'élaboration de documents de vérification / validation est importante car si beaucoup
d'informations et de résultats sont collectés, ceux-ci doivent faire I'objet d’'une exploitation
statistique des données et d’une synthése dans un dossier cohérent et clair, avec une
acceptation formelle par un responsable désigné qui valide opérationnellement la technique.

Au préalable a cette déclaration d’aptitude, le laboratoire identifie les informations suivantes :
- Besoins du laboratoire (utilisation prévue de I'examen)
- Processus simple/complexe
- Analyse des risques globale et/ou spécifique (pré, per, post-analytique)
- Documentation fournisseur
- Etude bibliographique
- Type de méthode - reconnue (vérification)/adaptée ou développée (validation)
- Criteres de performance attendus définis (état de l'art, données EFLM biological
variations, sociétés savantes, ...)
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- Echantillotheque
- Existence de CIQ/EEQ — modalités de comparaison inter-laboratoires/intersites

Le dossier de vérification / validation (comprenant notamment les données sources, telles que
les tickets analyseurs, les feuilles de paillasses de travail, les documents d’enregistrement
et/ou d’observation.) sera conservé pendant toute la durée d'utilisation de la méthode et sera
archivé conformément aux exigences d'accréditation (cf. SH REF 02 §4.13).

Conformément a la procédure de vérification / validation (cf. 86.2), le dossier contient les items

suivants :

e Présentation du processus analytique (étape(s), méthode(s), éléments a vérifier/valider),

¢ Maitrise des risques spécifique si nécessaire,

¢ Détermination des niveaux de performances (paramétres) a vérifier (cf. §8.6),

o Détermination des spécifications ou limites acceptables (objectifs a atteindre) de ces

criteres (cf. §88.6),

Revue bibliographique,

o Plan d'expérience et mise en ceuvre expérimentale dans le laboratoire (¢f..88.6),

e Compilation et traitement statistique des données obtenues (cf. chapitre 11 du présent
document),

e Conclusion et décision quant a la validité opérationnelle deda:technique, au regard des
spécifications (limites acceptables) initialement fixées.

Le document SH FORM 43 (synthéese de la vérification / validation) est mis a la disposition des
laboratoires sur le site internet du Cofrac pour la=constitution de leurs dossiers. Si des
documents de synthése internes aux laboratoires,'sont utilisés, ceux-ci doivent comporter a
minima les points abordés dans le document SHFORM 43.

6.2 Procédure de vérification’/ validation de méthodes

Afin de respecter les exigences des normes NF EN ISO 15189 & 22870, le laboratoire doit
rédiger une procédure générale de vérification / validation des méthodes précisant sa
démarche et conserve lgs données expérimentales établies sur site. Cette procédure aborde
les étapes suivantes-:

1) Modalités de deseription du processus analytique : le laboratoire décrit, du prélévement au
compte-rendu;  étape par étape, phase pré-analytique et prétraitement compris, les
différentes ~ composantes de la méthode (manuelle/automatique, processus
simple/complexe, ...).

Le \processus intégre les notions d’expression des résultats (unités, résultat brut versus
calcul ; cas de TQ/TP/INR) et de disponibilité de la valeur des signaux mesurés (DO, RLU,
ratio, ...) ;

2) Définition du mesurande : le laboratoire identifie le triptyque analyte, matrice et unité. Pour
la réalisation d'un dosage d'un analyte dans différentes matrices, une vérification/validation
de méthode adaptée a chaque matrice (urine, sang, LCR, ...) doit étre conduite ;

3) Choix de la méthode : le choix doit tenir compte des performances analytiques de la
méthode, qu'il convient de décrire ;
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4) Analyse de la bibliographie : afin de définir les critéres attendus de performance, en rapport
avec la pertinence clinique, et les limites acceptables. Une bibliographie précise et étayée
est préférable plutét qu’'une bibliographie trés détaillée sans en extraire les éléments
essentiels ;

5) Analyse des points critiques spécifiques de la méthode et/ou de 'examen si nécessaire et
la maitrise des risques associée : le laboratoire doit présenter 'ensemble du processus, les
risques encourus et les éléments de leur maitrise. Tout risque non maitrisé fait I'objet d’une
revue a rapporter dans le protocole de vérification / validation (cf. étape n°7) ;

6) Décision _du type de méthode - vérification (méthode reconnue)/validation (méthode
adaptée ou développée) - pour chague méthode/étape/sous-processus (cf. SH REF _08).;

7) Définition du protocole de vérification / validation sur site en fonction des critéres définis a
'étape n°4: Un plan d’expérience adapté et statistiquement valide est nécessaire. Le
laboratoire définit les criteres de performance a vérifier pour déclarer la mise en service de
la méthode. C’est dans ce protocole que I'on trouve toutes les justifications-=concernant les
vérifications faites qui sont d’autant plus simples que le laboratgire suit stricto sensu les
étapes préconisées par le fournisseur ;

8) Exploitation statistique des données issues du protocole 7 c'estlors de cette étape que I'on
doit retrouver, pour chaque critére de performance mesuré/sa conformité par rapport aux
objectifs préalablement choisis (cf. étape n°4) ;

9) Concordance de méthode / d’analyseurs / desmadules : lors du changement d’un analyseur,

d’'une méthode, d’un réactif, ..., le laboratoire doit comparer la nouvelle méthode a celle
qu’il remplace.
En cas d’analyseurs en miroir, back=ap, EBMD, ..., il est nécessaire d'établir une

comparaison afin d’assurer la «cohérénce biologiqgue des dossiers patients lorsque les
mémes examens sont traitéspar plusieurs analyseurs.

10) Prise_en compte des—transferts informatiques entre 'automate et le SIL et/ ou le
middleware. Les preuves du bon fonctionnement des interfaces doivent étre conservées ;

11)  Conclusion). une conclusion sur I'aptitude de la méthode doit étre clairement établie
par un biglogiste médical avec date et signature. Des commentaires peuvent étre faits si
besoin pour.améliorer la pertinence de ce document.

6.3 Procédure de gestion de portée flexible

De la méme maniére, l'accréditation pour une portée flexible impose au laboratoire de disposer
d'une procédure dite de «gestion de la portée flexible » (ou encore « gestion des
changements techniques ») listant I'ensemble des opérations a réaliser pour maitriser le
processus lors d'un changement (de méthode, de réactif, d’analyseur, lieu de réalisation, ...)
pour une compétence déterminée (ou ligne de portée telle que décrite dans le document SH
INF 50). Le laboratoire doit mettre en place une procédure spécifique destinée a maitriser les
changements de méthodes intégrant notamment la vérification / validation de méthodes, la
formation et I'nabilitation du personnel, les locaux, la gestion des équipements, les contrbles
de qualité, ... Cette procédure décrit I'ensemble des étapes en partant du besoin initial du
laboratoire (nouvel automate, évolution de méthodes, ...) jusqu'a la mise a jour de la liste
détaillée des examens et la communication au Cofrac, avec les responsabilités associées a
chacune des étapes (cf. document SH REF 08).
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Cette procédure de gestion de la portée flexible est destinée a passer en revue les processus
mis en jeu et les responsabilités associées lors de toute modification. Elle renvoie a la
procédure de vérification / validation de méthode et comporte a minima la maitrise des
éléments suivants :
- Achats (cahier des charges, ...),
- Processus pré-analytique (prélévement, conditions de transport, tubes, ...),
- Revue des contrats de prestations,
- Processus analytique,
- Liste des méthodes analytiques employées,
- Formation/habilitation/réévaluation du personnel et responsabilités (notamment pour
le processus de validation de méthodes),
- Conditions environnementales,
- CIQ, EEQ,
- Informatique (connexion et paramétrage),
- Processus post-analytique :
1. Intervalle de référence et interprétations,
2. Validation des résultats,
3. Biotheque et rajouts d’examens
4. Gestion du compte-rendu
- Intégration des processus suivants dans le programme d’audit interne et la revue de
direction :
1. Revue des méthodes révisées
2. Confirmation et autorisation d’emploi des-méthodes reconnues
3. Ajout de méthodes dans la portée d’accreditation
4. Adaptation et développement dednéthodes
- Information aux clients et au Cofrac

7 ANALYSE DES RISQUES

7.1 Préambule

Pour respecter les exigencesnormatives portant sur la gestion des risques de la norme NF EN
ISO 15189, le laboratoire-doit mettre en ceuvre une analyse des risques dans le but de réduire
et/ou éliminer les; risques identifiés. Le laboratoire peut consulter la norme NF EN ISO
22367:2020 «lLaboratoire de biologie médicale — Application de la gestion des risques aux
laboratoires de biologie médicale » afin d’identifier et de gérer les risques pour les patients, le
personnél-de laboratoire et les prestataires de service qui sont associés aux examens de
laborateire de biologie médicale.

Les principaux risques dans un laboratoire sont de fournir des résultats a la mauvaise
personne, des résultats erronés, des résultats trop tardifs, des résultats inexacts ou des
résultats accompagnés d’une interprétation inappropriée pouvant avoir un impact sur le
diagnostic, la prise en charge ou le traitement médical du patient.

La gestion des risques de chaque processus comporte plusieurs étapes :
- l'identification des risques potentiels ;
- l'estimation du risque (par exemple: gravité, fréquence, détectabilité) et la
détermination du niveau de risque ;
- la maitrise du risque (mise en place de dispositions, de moyens de maitrise, ...) ;
- la mesure de I'efficacité des actions mises en ceuvre.

Les risques peuvent étre identifiés par I'étude minutieuse des processus en mettant en
évidence les étapes sensibles, les défaillances ou les incidents lors de leur mise en ceuvre.
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L’estimation du risque permet de hiérarchiser / prioriser les actions de maitrise a mettre en
place. Le laboratoire peut ainsi établir une échelle de criticité tenant compte notamment de la
fréquence, de la gravité et éventuellement la détectabilité des évenements indésirables afin
de les maitriser (par exemple la méthode AMDEC). Le laboratoire s’appuie sur des actions
préventives destinées a les réduire ou a les éliminer.

L’efficacité des actions mises en ceuvre pour la maitrise des risques est évaluée en particulier
a partir de I'étude de I'étendue des non-conformités et des réclamations, des audits internes,
de la veille documentaire et scientifique, ...

L’efficacité de I'analyse des risques peut étre évaluée, par exemple, a partir des analyses de
tendance (contrbles de qualité interne, évaluations externes de la qualité, ...) de maniére a
établir et mettre en place un mécanisme d’amélioration continue.

7.2 Méthodologie de I’'analyse des risques

La maitrise des risques dans le cadre de la vérification / validation de méthodes consiste a
identifier les caractéristigues de la méthode et les étapes critiques deda phase analytique a
maitriser. Les éléments mentionnés dans l'analyse des risques ci-dessous ne _sont pas
exhaustifs. Il appartient au laboratoire de I'adapter en fonction«des situations particuliéres.
Une bonne appropriation de 'ensemble des processus pré-analytique, analytique et post-
analytique est indispensable avant d’établir le plan de vérification / validation et la stratégie
des expérimentations.

La méthode qui a été retenue pour cette analyse-des risques consiste en une analyse selon
les 5M avec (Cf. schéma 1 : Identification de risques selon la méthode 5M) :

o Matiere : I'échantillon utilisé

o Milieu : 'environnement

o Main d’ceuvre : le personnel

o Matériel : I'équipement et le réactif

o Meéthode : la méthode. utilisée
Afin d’identifier les risqués duprocessus de vérification / validation de méthode, le laboratoire
recherche les différentes causes. Il est proposé d’aborder les différents points critiques par un
guestionnementCi-dessous sont mentionnés des exemples non_exhaustifs de questions
pratiques.

s

La matrice utilisée est-elle validée ou proposée par les fournisseurs ?

Les matrices utilisées sont-elles de natures comparables ? Est-il possible de choisir une matrice
représentative ?

Existe-t-il des recommandations concernant la qualité, le volume du prélevement et le contenant
utilisé pour le prélevement ?

Les prélévements sont-ils réalisés par du personnel formé ?
Le délai et la température de conservation peuvent-il avoir un impact sur la stabilité de I'échantillon ?
La taille des cohortes peut-elle étre adaptée au regard de la rareté de la matrice ?

La stratégie de contréles, calibration... peut-elle étre adaptée au regard du type de matrice ?
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Exemple montrant que I'analyse des risques peut conduire a un moyen de vérification de la
méthode qui est adapté au type de spécimen.

DOSAGE DE GLUCOSE en lien avec la taille des cohortes

5M Points critiques  Echelle de Eléments a Moyens de maitrise / Suivi de la maitrise

criticité* maitriser Documents avec les références du risque
(non du SMQ du laboratoire
critique,
peu
critique,
critique)
Sérum ou Peu Performance de la - Disposition : procédure de Suivides CIQ et EEQ
Plasma critique méthode de dosage vérification des méthodes

- Application : tests statistiques

robustes avec n=30 @\

LCR Critique Performance de la - Disposition : procédure de %vi es CIQ et EEQ
méthode de dosage vérification des méthodes qui g %

(échantillons)

Matiere

précise la conduite a tenir e
fonction des caractéristig
matrice

a

- Application : vu Lim
faire les essais-a e

‘*\\@ sérums

Matiere (échantillons)

grométrie, luminosité, vibrations, stérilité ..

)

Les conditions environnementales (températu ’\\
peuvent-elles avoir un impact sur le résultat

\J

Les conditions de conservation des gchantilions et des réactifs (enceintes, ...) et de prétraitement
des échantillons (centrifugeuse, pi >..) sont-elles maitrisées ?
*L’échelle de criticité es inir par la structure selon une méthodologie qu’il lui faut décrire.

Exemple mo @%ue 'analyse des risques peut conduire a une précision des éléments a
maitriser s ‘organisation du laboratoire. Ainsi, le méme point critique peut étre maitrisé
par des ens différents.

TEMPERATURE DE CONSERVATION DES PRELEVEMENTS (15/30°C)

5M Points Echelle de criticité* Eléments a Moyens de maitrise / Suivi de la maitrise du
critiques (non critique, peu malitriser Documents avec les risque
critique, critique) références du SMQ du
laboratoire

Dégradation Peu Critique Température Disposition : placer les tubes  Audits internes

du mesurande ambiante du dans le couloirou la

site température ne dépasse

périphérique jamais ces limites ; stock

limité 100 tubes.

Dégradation Peu Critique Température Mesure de la température Alarmes de la centrale
du mesurande ambiante  du avec sonde de surveillance de surveillance

plateau

technique
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Main d’ceuvre ‘

Le personnel est-il formé, habilité ?

Est-il nécessaire de mettre en place des criteres spécifiques ou une formation spécifique liés au type
de matrice, a 'examen, a I'’équipement ... ?

Est-il nécessaire de mettre en place une formation spécifique pour les référents techniques ?

Les criteres de maintien de compétences du personnel sont-ils adaptés (complexité de la méthode,
fréquence, ...) ?

Exemple montrant une analyse des risques mettant un ceuvre un moyen de maitrj @est
en adéquation avec le point critique identifie.
N\

COMPETENCE DU PERSONNEL sur le poste technique autcinatisé

Points Echelle de Eléments a maitriser Suivi de la maitrise du
critiques criticité* risque
(non
critique, peu

critique,

critique)
Compétence Critique Habilitation du Maintien des
pour réaliser personnel technique compétences basé a
les dosages et minima sur la présence
vérifier e questionnaire au poste sans anomalie
analytiguement d’habilitation « ... » (Avec (entretiens annuels)
les résultats grille de correction

@ enregistrée dans le SMQ)

e
>
5
8

@ - Habiltation apres
réalisation de XX* séries de
dosages et de vérification
analytique des résultats
% obtenus sans erreur.
0@ al

Main d’

* La précision des m itrise (XX) se retrouve dans les dispositions.

Matériel

nature de I'échantillon a-t-elle une influence sur les performances de l'automate (viscosité,
h lyse, ...) ?

Existe-t-il des procédures dégradées ?

Existe-t-il un planning de maintenances ?

L’équipement nécessite-t-il une connexion/paramétrage informatique ?

Le réactif utilisé bénéficie-t-il d'un marquage CE ?

Les stocks de réactifs/consommables sont-ils gérés (dates de péremption, tracabilité des lots, ...) ?

Est-il nécessaire de reconstituer les réactifs ?
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Exemple montrant que I'analyse des risques peut aboutir a un suivi de la maitrise du risque
adapté : une revue bibliographique, expérimentale ou les deux. Pourvu que la performance
soit établie, le laboratoire peut se baser sur son expérience ou marquage CE (garantie
fournisseur).

PERFORMANCE DES REACTIFS

Points Echelle de Eléments a Moyens de maitrise / Suivi de la maitrise du
critiques criticité* maitriser Documents avec les risque
(non critique, références du SMQ du
peu critique, laboratoire \
critique)
o Performance Critique Qualité du réactif, Marquage CE Suivi des @%
= réactif conservation, tech igues
2 reconstitution. ..
=
Performance Critique Qualité du réactif, Période probatoire a a(@ omparaison des
© réactif conservation, livraison performances selon les
@ reconstitution. .. livraisons, exploitation
‘Eﬂ résultats CIQ

Performance Critique Qualité du réactif,
réactif conservation,

reconstitution... @\

, Suivi des fiches
deprobatoire a techniques
Comparaison des
performances selon les
livraisons, exploitation
résultats CIQ

Matériel

Methode

S’agit-il d’'une vérification ou d’ alidation de méthode ?

S’agit-il d’'une methode 0 A e ou quantitative ?

S’agit-il d’'un proces% ple ou complexe ?

Le principe éthode est-il influencé par I'échantillon (nature, volume, dilution ...), par le
prétraitem les conditions de conservation ... ?

Les méthodes employées sont-elles comparables ?
Q%}Eertinent de déterminer la limite de quantification, de détection ?
Composition du/des réactifs ?

Quid des interférences ?
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Exemple : montrant que I'analyse des risques justifie les performances a vérifier/valider.

METHODE QUALITATIVE PAR RAPPORT A UN SEUIL MESURE

5M Points Echelle de Eléments a maitriser Moyens de maitrise / Suivi de la maitrise du
critiques criticité* Documents avec les risque
(non références du SMQ du
critique, laboratoire
peu
critique,
critique)

Interprétation Critique Incertitude de mesure Procédure de détermination  Suivi des incertitudes

des résultats des incertitudes \
(digoxinémie) @

I Méthode

Interprétation Non Incertitude de mesure - Bibliographie du

des résultats critique fournisseur confirmant que
l'incertitude au seuil est
négligeable au regard.du

contexte clinique
- Expérience anté
laboratoire

®@

Méthode

N , : .
u laboratoire de dimensionner son plan

productibilité, répétabilité, exactitude, ...) a
res.

Les résultats de l'analyse des risques perm
d’expérimentation en déterminant les crit
évaluer et les performances associées

Les laboratoires réalisent les analy@es risques de I'ensemble de leurs processus (pré- per
post analytique, informatique, . W utre les dossiers de vérification / validation de méthodes
font apparaitre les éléme ts@ ifiques de l'examen (exemples : délais pré-analytiques,
composition des réactifs,%C te analyse prend tout son sens pour les analyses qualitatives
en particulier pour I’es@ n

A

S |
&
Ns
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Matiere Milieu

Main d’ceuvre

Identification de

(Echantillon) (Environnement)

(Personnel)

O\ risques selon la
Identification de la matrice du Q méthode 5M
) .prglevement . Conditions ambiantes /&

Nature intrinséque du prélevement Lieu de stockage des \

Conditions de prélevement échantillons %

Contenant du p}re\levement Conditions de réalisation du Q

Volume du prélévement prétraitement
. Pr,etraltement . Conditions de conservation
Délai et température de conservation des échantillons
Interférences

Matrice rare §\<@
\ @!{ Service médical
& rendu

Performance de l'instrument et de la méthode
Les contrbles CIQ et EEQ sont-ils adaptés ?

o Vérification ou Validation
Installation « physique » de I'équipement  Conduite a tenir en ca ne Principe de méthode impacté :
Comparaison éventuelle avec méthode de

Qualification initiale Maintena

Utilisation correcte du matériel Connexions j ques
Contamination Mar E
Influence de la nature de I'’échantillon sur la Ge s stocks

performance Re@@ n des réactifs

Matériel

(Equipement et Réactif)

SH GTA 04 - Révision 02

Effet matrice sur la justesse et/ou I'exactitude
Technique automatisée ou manuelle
Méthode qualitative ou quantitative
Processus simple ou complexe
Impact de la nature des échantillons
Entendue de mesure
Sensibilité/spécificité

référence ou ancienne méthode utilisée
Incertitudes de mesure
Stockage des données brutes
Détermination des points critiques spécifiques
de la méthode
Validation et rendu du résultat

Méthode
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8 VALIDATION / VERIFICATION SUR SITE DES
PERFORMANCES D’UNE METHODE ET METHODES DE
CALCUL DES CRITERES DES PERFORMANCES

Le formulaire SH FORM 43 est constitué de plusieurs feuillets :
- les premiers feuillets sont destinés a [lidentification du ou des processus a

vérifier/valider et & la présentation du processus de vérification / validation,
- les feuillets suivants reprennent les critéres de performance que le laboratoire évalue
afin de réaliser sa vérification / validation de méthode.

Pour un processus complexe, les feuillets sont dupliqués autant de fois que nécessaire pour
aborder chacun des sous-processus.

Le présent chapitre se propose d'illustrer les principales étapes définies dans le 8§6.2 et de
décrire les principes méthodologiques de calcul ou des recommandations~permettant de
vérifier les critéres de performances.

Le nombre de déterminations a prévoir dépend de la cadence de I'analyseur a valider, du codt
des réactifs, ...

En général, l'effectif est de 30 pour permettre d’appliquer. les-régles statistiques relatives aux
grands échantillons. Un nombre d'essais inférieur_est=argumenté en fonction de criteres
pertinents (rareté de la matrice, colts des analyses|(durée d'analyse, ...). La valeur statistique
des résultats obtenus sera d'autant plus réduiteque fes effectifs seront faibles. Les calculs et
tests employés devront tenir compte de ces<€ffectifs (cf. chapitre 11 du présent document).

La responsabilité de I'élaboration des dossiers de vérification / validation des méthodes et celle
de la déclaration d’aptitude des méthodes appartiennent a la direction du laboratoire.

Dans le cadre de son accréditation; le laboratoire doit pouvoir mettre a disposition du Cofrac
les éléments suivants :

- la procédure de veérification / validation de méthode décrivant les lignes directrices et les
modalités du processus pour la vérification / validation des méthodes ;

- les dossiers de) vérification / validation des méthodes. Ces dossiers constituent des
enregistrements “dont les différentes versions doivent étre gérées. llIs comprennent les
éléments de pretive de bibliographie, les choix et spécifications, les calculs et les conclusions
approuvées-sous la responsabilité d’'un biologiste médical quant a I'aptitude de la méthode.

Le. dossier de vérification / validation peut reprendre des données accumulées par le
laboratoire (CIQ, EEQ, ...) avant la demande d’accréditation, seuls les éléments manquants
sont complétés par une étude expérimentale.

En cas de modification de technique ou d'un couple analyseur/technique il est souhaitable,
dans la mesure du possible, de pouvoir disposer simultanément de la nouvelle et de I'ancienne
technique pour pouvoir pratiguer des essais de comparaison en parallele. En cas
d’'impossibilité, il est souhaitable de prévoir une échantillothéque adaptée a ces essais afin de
pouvoir assurer une comparaison des deux techniques.
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8.1

Ce chapitre illustre les étapes a suivre pour constituer les dossiers de vérification/validation et
explicite la maniére de compléter la synthése (cf. SH FORM 43).

Description du processus

Le laboratoire décrit 'examen réalisé en termes de sous-processus (voir exemples dans le
chapitre 10 du présent document). Les paragraphes « Description de la méthode », « Mise en
ceuvre », « Evaluation des performances de la méthode » seront dupliqués en fonction des
besoins, en cas d’étapes multiples pour un processus complexe.

8.2 Description de la méthode

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte/Mesurande :
Principe de la Méthode :

cf. 86.2 du présent guide

Cette information peut étre retrouvée sols € terme
de « principe général des techniques® dans le SH
INF 50 (colonne « principe de la méthode »)
Préciser la matrice : urine, sang>tetal, ADN, tissu
congeléffixé ...

Préciser le type de contenant tube/additif/présence
ou non d’un séparatedr,-flacon/milieux de transport,
écouvillon...

Modalités  de( ‘prétraitement de  I'échantillon
(centrifugation ditation, acidification, alcalinisation,
extraction o)~

Mode d’expression du résultat (unités, ratio, ...)
Intervalles de référence : origine et définition par
critéres démographiques ; valeurs seuils, ...
Préciser ce qui reléeve du marquage CE

Consulter le site de 'ANSM, pour I'année en cours
et pour les années précédentes

Type d'échantillon primaire :

Type de récipient, additifs :

Prétraitement de I'échantillon :

Unités :
Critéres d’interprétation? :

Marguage CE (Oui/Non) :
Codage C.N.Q. (s'il existe)®:

Equipement (instrument, analyseur, ete.) :

marque, modele, référence

Référence du (des) réactif(s).

référence fournisseur, version notice

Matériau d'étalonnage (références) :

Nature et raccordement métrologique

Type d'étalonnage, nombre de niveaux et
valeurs :

Type d'étalonnage (linéaire, non linéaire), préciser
le nombre de niveaux et les valeurs des niveaux

8.3 Mise en ceuvre

MISE EN-CEUVRE

Opérateur(s) formé(s) ayant participé a la
vérification / validation de méthode :

Identité des principaux opérateurs du laboratoire

Procédure de vérification / validation -
mode opératoire :

Référence et version de la procédure utilisée

Procédure de gestion de la portée flexible :

Référence et version de la procédure utilisée

Période d’étude* :

Préciser Du : Xx/Xx/Xx au Xx/Xx/Xx
Préciser si reprise des résultats antérieurs

Date de 1e utilisation® :

Préciser xx/xx/xx (ex : mise en route de I'analyseur)

Rappel : Dans le cadre de la portée flexible, la vérification / validation précéde toujours l'autorisation
d’aptitude de la méthode.

2 Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
3 Lorsque les tables de codage de 'ANSM ne mentionnent pas le réactif concerné, le laboratoire indique "non codé par 'ANSM".

4 Certains résultats peuvent provenir de périodes antérieures dans le cas d’une méthode déja utilisée (cf. § 5.5.1.2/5.5.1.3 SH
REF 02). Dans ce cas, le laboratoire justifie du maintien des performances de la méthode.

5 La date de 1e utilisation peut étre antérieure dans le cas d’une méthode déja utilisée
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8.4 Maitrise des risques

Lorsque le laboratoire identifie des spécificités qui n‘ont pas été développées dans I'analyse
des risques globale (exemple de risque global : identification des spécimens), il est alors
attendu dans le paragraphe 8.4, une maitrise des risques spécifiques (exemple de risque
spécifique d’'un examen : délais pré-analytiques, composition des réactifs, ...). Il est possible
de présenter les éléments suivant le modele basé sur une analyse 5M. (cf. 8 7.2 du présent
document).

8.5 Identification des performances a évaluer

L’identification des critéres des performances a évaluer est basée sur I'analyse des risques.
Les bonnes pratiques en matiére de performances a évaluer sont largement décrites dans les
référentiels internationaux. Le laboratoire peut également s’inspirer des guides disponibles
(guides internationaux : CLSI, FDA, EFLM, ... ; guides nationaux : SFBC, QUAMIC, GFHC...)
afin de déterminer les performances évaluées dans son plan d’expérimentation:

Tableau des principaux criteres de performance a évaluer_dors d’une vérification /
validation de méthode :

CRITERES A EVALUER

Fidélité (répétabilité et fidélité intermédiaire)

Incertitudes/facteurs de variabilité et évaluation

Justesse/exactitude (approche)

Spécificité/sensibilité analytique

Limite de détection

Comparaison avec méthode déja utilisée-au laboratoire ou autre méthode du laboratoire (appareil
en miroir®, EBMD) et analyse des discordances’

Intervalle de mesure

(Limite de quantificatiop/etlimites de linéarité)

Interférences (lipémieihémoglobine plasmatique, bilirubine, médicaments, ...)
Contamination entré_échantillons (si pertinent)

Robustesse

Stabilité réactifs{aprés ouverture, embarqués)

Intervalle de référence (valeurs usuelles)

Le dgossier doit conclure sur l'avis d'aptitude® de la méthode ou du systéme analytique.

Le choix des critéres et les modalités d’évaluation (essai et/ou étude bibliographique) résultent
de l'analyse des risques.

Le dossier de vérification / validation peut renvoyer a d'autres documents (bibliographie,
notices fournisseurs, documents internes au laboratoire, etc.), correctement référencés et
accessibles.

& Appareils en miroir : privilégier les appareils utilisant des techniques de principes analytiques identiques sinon il est possible
d'utiliser des codes examens différents pour le méme parameétre ou d'utiliser un facteur de correction (pour les techniques
linéaires) de maniére transitoire. Une stratégie d'uniformisation des techniques pour un méme parameétre est privilégiée lorsqu’elle
répond aux besoins des usagers.

7 Par exemple : étude des faux positifs et des faux négatifs.

8 En cas de dépassement des spécifications choisies a priori par le laboratoire, celui-ci justifie I'acceptation des écarts pour pouvoir
conclure a I'aptitude de la méthode et I'enregistre.
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La trame du SH FORM 43 ou des documents internes développés par les laboratoires est

destinée a répondre aux différents cas rencontrés en biologie médicale. Les laboratoires

seront attentifs au choix des critéres pertinents a rapporter, sachant que I'ensemble des

critéres présentés dans SH FORM 43 reste une proposition a adapter a chaque examen.

Le choix des essais repose sur I'assurance du service médical rendu. Exemples : la limite de quantification
de certains éléments ou encore la limite de détection d’'une molécule peuvent se justifier dans certains
contextes. Un argumentaire justifiant de I’absence d’essai est attendu.

8.6 Vérification des niveaux de performances et méthodes de calcul

Le laboratoire établit les niveaux de performance obtenus de sa méthode. Il les compare aux
données de référence attendues dont il dispose (fournisseur, bibliographie, sociétés savantes,
...) et conclut quant a I'acceptabilité de sa méthode en fonction de ses besoins vis<a-vis du
critére testé. Les échantillons utilisés sont précisés.

Les niveaux de performances requis sont établis au regard de leur intérét \pour une prise en
charge adaptée du patient.

8.6.1 Vérification / validation d'une méthode quantitative

8.6.1.1 Evaluation de la répétabilité

\

L'essai de répétabilité consiste a analyser un méme—€chantillon dans les conditions
suivantes : méme opérateur, méme lot de réactifs, méme instrument, méme étalonnage dans
un délai le plus court possible. L'objectif est de.caractériser la meilleure performance possible,
dans des conditions optimales et de “vérifier le bon fonctionnement du systéme
(instrument/réactif) pour I'analyte concerné. L'évaluation de la répétabilité est indispensable
lors de l'installation d'un nouvel analyseur afin de connaitre les performances initiales.

Lorsque la matrice influence I'étape”de mesure, ce calcul est répété pour chacune des
matrices (sérum, urine, LCR,"...) soumises a analyse, en utilisant des échantillons biologiques
ou des échantillons du centrdle’interne de qualité (CIQ). Pour un méme analyseur, ce calcul
est effectué pour chaque analyte a mesurer et a plusieurs niveaux de concentration.

Il peut étre nécessaire-de réitérer des essais de répétabilité pour vérifier le bon fonctionnement
du systéme notamment apres une intervention importante (panne, maintenance, ...).

Les résultats’obtenus sont comparés aux CV annoncés par le fournisseur et/ou a d’autres
criteres (sociétés savantes...).

REPETABILITE
Applicable [] ; non applicable (a justifier) []

CV (%) retenu
. Nombre de Ecart- CVv CV (% ar le .
Seneillone valeurs (N) BRI type (%) fournigS()eur IabF())ratoire Conclusion™
(cf. source?)
Type de Niveaux
matrice testés
(plasma,
sérum, CIQ,
)

Argumentaire de la conclusion :

9 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, EFLM, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
10 conforme/non conforme
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Méthode de calcul :

Il est recommandé d'utiliser au minimum 2 niveaux de concentration, en choisissant, si
possible, un niveau proche de la (des) zone(s) décisionnelle(s). Ces niveaux sont choisis en
fonction des valeurs physiopathologiques. Le nombre de déterminations a prévoir dépend de
la cadence de I'analyseur a valider, du colt des réactifs, ... En régle générale, I'effectif est de
30 pour une interprétation statistique optimale. Un nombre d'essais inférieur est argumenté en
fonction de critéres pertinents (rareté de la matrice, colts des analyses, durée d'analyse, ...).
La valeur statistique des résultats obtenus est d'autant plus réduite que ces effectifs sont
faibles (les calculs et tests employés tiennent compte de ces effectifs). Toute valeur écartée
est justifiée.

L'exploitation des résultats consiste a calculer la moyenne (m), I'écart-type (s) et le coefficient
de variation (CV) des valeurs expérimentales de chaque série.

CV (%) = %x 100

Le CV calculé permet une évaluation de la répétabilité de la méthode exprimée en %. La
définition et le mode d'expression de la fidélité figurent dans la nefmé ISO 5725-2. Lors de la
vérification, le CV calculé est comparé au CV limite admissibl€, préalablement choisi
(fournisseurs, sociétés savantes, ...).

En pratique :
- Choix du CV des limites acceptables de répétabilité :

()

CV du fournisseur : les CV qui figtirent sur les fiches techniques sont des données
indicatives relatives utiliséespour.le dossier de marquage CE selon la réglementation en
vigueur. Ces CV ne sontpas systématiquement des consignes car parfois obtenus dans
des conditions environnementales particulieres. Il est donc conseillé de s’adresser au
fournisseur qui peut fournir un CV des limites acceptables.

CV des matrices dgjavalidées/vérifiées.

Une approchexthéorique établit une relation entre la répétabilité (R) et la fidélité
intermédiaire (Fi) : R x 1,3 = Fi (publication ABC 57 n°6 de novembre — décembre 1999).
Cette” approche est a utiliser avec précaution car le CV de répétabilité ne montre pas
toujours cette relation avec le CV de la fidélité intermédiaire. A I'inverse, en I'absence de
Spécifications de répétabilité, le laboratoire pourra utiliser cette relation : Fi x 0,75 = R.
Sources bibliographiques mentionnant un CV des limites acceptables de répétabilité.

Les données d’expérimentation, propres du laboratoire, obtenues avec un équipement
révisé et conforme peuvent servir de référence si et seulement si le CV obtenu répond
effectivement aux besoins du laboratoire.

- Choix de valeur : Le choix des valeurs étudiées devrait tenir compte des seuils de décision
clinique.

SH GTA 04 - Révision 02 25/168




Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

O

- Pertinence:

La répétabilité est utile pour valider/vérifier le processus analytique instrument / méthode
/ réactif elle sert aussi de référence en cas d’incident de 'instrument ou de modification du
systeme analytique (exemple : changement d’'une cellule de mesure, revalidation aprés
intervention curative ou panne etc...). Dans le cadre d’'une méthode adaptée/développée,
quand elle est techniquement réalisable, la répétabilité est un élément essentiel pour
apprécier la stabilité de la méthode.

Sur la base d’'une analyse des risques, le laboratoire peut également déterminer si la
répétabilité d’'une matrice de référence (type CIQ) peut servir d’élément documentaire de
validation/vérification d’une autre matrice (Par exemple : Au regard des caractéristiques
chimico-physique et du principe de méthode, peut-on se référer aux performances de
répétabilité obtenu pour le glucose dans la matrice plasma pour le DVM du glucose d’une
ponction articulaire ?)

Dans le cadre d’'une méthode reconnue, sur la base d’'une analyse des risques, il est
possible de focaliser les répétabilités sur les parameétres représentatifs dits « sentinelles ».

8.6.1.2 Fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire)

Il est souhaitable que les niveaux testés pour évaluer lafidélité intermédiaire soient identiques
a ceux testés en répétabilité (cf. établissement de laropustesse §8.6.1.10).

L'essai de fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire) consiste a analyser un méme
échantillon dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des facteurs :

l'opérateur, le temps, les lots de réactifs,/les étalonnages, ... Il permet notamment de
paramétrer les critéres d’acceptation des antériorités en combinaison avec les variations
biologiques (delta-check, criteres”derepasse...).

Lorsque les résultats obtenus sont supérieurs aux limites de référence / admissibles
préétablies, le laboratoire Vveérifie si les difféerences observées, compte tenu du nombre de
valeurs et du niveau-de econcentration des échantillons, sont significatives et les confronte a
I'impact sur la décision)médicale.

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [] ; non applicable (a justifier) []

CV (%) retenu
Echantillons RTINS €1 Moyenne Ecart-type CV (%) CV.(%) par Ie_ Conclusion??
valeurs (N) fournisseur laboratoire
(cf. source!)
Type de Niveaux
matrice testés
(plasma,
sérum, CIQ,
)

Argumentaire de la conclusion :
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Méthode de calcul :

Classiquement, la fidélité intermédiaire est évaluée a l'aide des coefficients de variation
calculés a partir des résultats des CIQ. L'essai est réalisé au cours de séries successives, en
général 1 a 2 par jour, d'échantillons de Contréle Interne de Qualité (CIQ) quotidiens.

La fidélité intermédiaire est établie sur au moins 15 jours avec 30 déterminations et a deux
niveaux minimums. Une autre stratégie peut étre employée et justifiée par le laboratoire sur le
plan statistique.

Les modalités de calcul sont identiques a celles de la répétabilité, avec calcul de la moyenne
(m), de I'écart-type (s) et du coefficient de variation (CV) sur les valeurs expérimentales de
chaque série; le CV calculé est comparé au CV des limites acceptables de fidélité
intermédiaire choisi au préalable (Fournisseur, SFBC, EFLM dont les valeurs peuvent évoluer
dans le temps et en fonction des pathologies, ...).

Note : la répétabilité et la fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire).apparaissent
donc comme deux évaluations différentes de la fidélité. Elles dépendent des conditions
spécifiées que I'on fait varier. Des résultats d'évaluations proches de ces 2\niveaux de fidélité
constituent une manifestation de la robustesse de la méthode (cf. §8.6.1710).

Rappel :

considérer comme une référence pour cette évaluation.

Ann Bio Clin 2019 ; 77 (5) #577-97).

- Le CIQ valide le processus analytique. Les bornes fournisseurs, si elles sont disponibles sont a

- Selon la loi Normale 5% des points de ClIQisent des points compris entre 2S et 3S et 1 point pour
300 est compris entre 3S et 4S. Les points qui ne font partie de la répartition correspondante a la
loi Normale ne sont pas rejetés sans'argumentation (se référer a I'article « Recommandations pour
la mise en place et le suivi des‘¢contrdles de qualité dans les laboratoires de biologie médicale »,

En pratique :

cardiaques).

population ciblée par le laboratoire.

de réactifs, lots de CIQ, calibrations, personnel utilisateur, facteurs externes variables ...)

- Choix des~valeurs de CIQ : il devrait, dans la mesure du possible, tenir compte des seuils de
dégision clinique (par exemple : proche du cut-off en sérologie ou zone grise pour les marqueurs

& Choix des niveaux : les niveaux souhaitables devraient étre proches du ou des seuils
décisionnels et si possible représentatifs de lintérét clinique de I'examen et ou adaptés a la

- Nombre de valeurs : le CV de fidélité intermédiaire d’'un nouveau dossier de vérification /
validation de méthodes peut étre celui établi lors d’'une période relativement courte d’évaluation
des performances analytiques avant 'adoption de I'examen. La fidélité intermédiaire est suivie et
appréciée sur du plus long terme de facon a inclure un maximum de variations (par exemple : lots
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8.6.1.3 Justesse

Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des

La justesse est I'étroitesse de l'accord entre la moyenne d'un nombre infini de valeurs

mesurées répétées et une valeur de référence (ou valeur vraie).

Dans les laboratoires, les matériaux de référence certifiés sont peu utilisés en pratique
courante ; il est donc difficile de parler stricto sensu de « valeur vraie » et par la-méme de

justesse.

Une approche de la justesse peut étre envisagée en comparant la moyenne de plusieurs
dosages d'un méme échantillon a une valeur cible, assimilée a la « valeur vraie ». L'écart
observé correspond au biais. Le biais peut étre évalué a partir des résultats obtenus avec des
échantillons de contrdle titrés ou des valeurs observées dans des programmes de controle

interne couplés a une comparaison inter-laboratoire (externalisation des CIQ).

Dans certains domaines (pharmacologie, toxicologie) I'utilisation de matériaux non<certifiés,
raccordés au Sl soit par raccordement interne soit par raccordement externg est un moyen

acceptable pour approcher la justesse.

La valeur assignée peut étre biaisée, et devrait, idéalement, étre déterminée grace a une
méthode de référence dont les résultats sont tracables au S| ou aux/@talons internationaux.

La connaissance de la valeur vraie repose actuellement suf les) valeurs assignées associées
aux échantillons de contréle. Ce sont des valeurs consensuelies{moyenne de I'ensemble des

participants (si les seuils de décision pour I'examen_concerné sont standardisés

selon

recommandations HAS, ...) ou un consensus, ou. moyenne par groupe de pairs en fonction

des méthodes, des analyseurs ou des fournisseurs).

La commutabilité des échantillons, c’est-a-dire leur capacité a se comporter comme des
échantillons réels (échantillons de patient). quelle que soit la méthode utilisée, doit étre prise
en compte. En effet, les effets de.matrice engendrés par les différents traitements subis par
les échantillons de contréle durant-leur préparation (lyophilisation, congélation, ajout de
conservateur, surcharge, melange, ...) peuvent étre a l'origine de biais qui ne sont pas

retrouvés avec des échantillons patients.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) []

Nombre g Biais Moyenne e (0
Echantillons N Ve (gcr:lobulge b9 eizrele /ailje(rﬁ?e S () Conclusion!?
valeurs Labo de pairs) /groupe (toutes énérale limite0
(N) P de pairs | techniques) 9
Echantillon
ClQ niveau'l
Echantillon
CIQ niveau 2

Argumentaire de la conclusion :

Méthode de calcul :

La justesse, quantifiée par le biais, est estimée en comparant la moyenne obtenue (m) lors de
I'étude de fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-laboratoire), établie avec des échantillons
de CIQ, a la valeur cible attendue (généralement la moyenne des participants et/ou du groupe

de pairs, ou la valeur assignée), assimilée a la valeur « vraie » (v) de I'échantillon testé.
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Elle est exprimée en pourcentage de la valeur cible, selon le calcul suivant :

o (m—v)x100
Biais (%) = ——

Le concept de justesse et les méthodes d'évaluation du biais sont développés dans la norme
ISO 5725-4.

Le Z-Score n'apporte pas a lui seul une idée de la justesse mais il informe sur la position du
résultat du laboratoire par rapport a un groupe d’utilisateurs (pairs, méthodes...).

Rappel :

Une justesse est obtenue avec une valeur de référence constituée par :
- Un matériau de référence certifié (MRC) ;

- Un étalon raccordé au Sl ;
- Un raccordement a une valeur consensuelle (par exemple : externalisation CIQ ).

Pour certaines techniques, la mise en place d’un CIQ externalisé ou I'utilisation.d’un’/MRC n‘est pas toujours
possible. Dans ce cas, I'absence de justesse dans le dossier de méthodes estargumentée.

8.6.1.4 Exactitude

L’exactitude est définie comme I'étroitesse de I'accord entre une valeur mesurée et la valeur
vraie d'un mesurande. Comme la justesse, I'exactitude devrait étre vérifiée a partir d’'une valeur
de référence mesurée a partir d’'une méthode deréférence. A ce jour, les laboratoires évaluent
I'exactitude a partir des résultats des Evaluations Externes de la Qualité ou I'échange inter-
laboratoires d’échantillons.

Une étude d’exactitude correspond‘a la.comparaison du résultat d’un seul dosage en aveugle
sur chaque systeme analytique.d'un”échantillon inconnu a une valeur cible consensuelle.
L'écart observé correspond-a I'inexactitude (erreur d’exactitude).

Le plan de participation'aux’EEQ prend en compte le nombre de participants.

Il est rappelé qu’une analyse des résultats obtenus lors des campagnes d’EEQ est nécessaire
a l'octroi ou @umaintien de I'accréditation (cf. SH REF 02).

EXACTITUDE_(a partir des controles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Contréles quantitatifs [] ; Contréles qualitatifs []

valeur Cible Cible Biais (%) | Biais (%) / Biais
Echantillons?! Labo (groupe (toutes / groupe toute (%) Conclusion'?
de pairs) | techniques) | de pairs | technique | limitel°

Argumentaire de la conclusion :

11 |es échantillons testés correspondent aux EEQ/CNQ
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Pour la méthode de calcul :

Le laboratoire peut établir l'inexactitude d’'une méthode a partir des résultats des EEQ
(analysés une seule fois) en comparant la valeur trouvée a la valeur cible attendue
(généralement la moyenne des participants et/ou du groupe de pairs), assimilée a la valeur
«vraie » (v) de I'échantillon testé. L’écart observé quantifie I'inexactitude. L'évaluation de
I'inexactitude est d'autant plus pertinente que le nombre d'échantillons d'EEQ est élevé.

L’inexactitude est exprimée en pourcentage de la valeur cible, selon le calcul suivant :

] (x —v)x 100
Inexactitude (%) = ———

Avec : x : valeur trouvée pour I'EEQ et v : valeur cible
Ces valeurs permettront un calcul d’'une valeur moyenne et de sa dispersion nécessaire pour
le calcul d’incertitude.

Rappel :
La norme ISO 5725 utilise deux termes « justesse » et « fidélité » pour décrired'exactitude d'une méthode

de mesure. La « justesse » se réfere a I'étroitesse de l'accord entre la‘moyenne arithmétique d'un grand
nombre de résultats d'essai et la valeur de référence vraie ou acceptée. La « fidélité » se réfere a
I'étroitesse de l'accord entre les résultats d'essai.

La norme ISO 3534 propose une autre approche d’estimation de I'exactitude par le biais du profil
d’exactitude.

Une approche recevable peut étre 'approche statistigue-adossée aux retours d’EEQ. Dans ce cas, le calcul
des z-scores prend en compte la dispersion-des.résultats autour d’une valeur assignée. Les limites de
recevabilité a +/- 2 en z-scores correspondent a un niveau de significativité suffisant (Intervalle de confiance
a 95%) pour statuer sur I'existence ou pas.d’un biais d’exactitude. Le postulat sous-jacent est qu’il y a une
distribution normale des résultats dans I'exefcice d’EEQ avec un nombre suffisant de participants.

En pratigue :

- Linexactitude-est calculée avec des valeurs d’EEQ. Or, il n’est pas toujours possible d’obtenir des
EEQ dans lamatrice dosée. Si la matrice de I'échantillon n’a pas d’impact sur la méthode
initialement validée, alors la matrice de référence de 'EEQ peut étre utilisée.

- En\cag“d’absence d’EEQ, il est possible d’appliquer le logigramme ci-dessous. Le choix du
laboratoire partenaire pour I'organisation de la CIL peut se porter si possible sur un ou plusieurs
faboratoires accrédités de préférence utilisant la technique ou équivalent ou une autre technique
reconnue.

- Il n’est pas rédhibitoire de faire partie d’'un groupe de pairs réduit. L'utilisation du groupe utilisant
plusieurs techniques est envisageable et peut conduire a une comparaison inter-laboratoire.

- Encas d’absence d’EEQ, il existe d’autres moyens tels que :

o La confrontation avec la clinique (par exemple : sexe feetal, rhésus feetal, IgE spécifiques,
Test d’activation, Bilharziose...)

o Le raccordement direct au Sl (par exemple : poudre de référence avec un certificat
d’analyse ...)

o Lutilisation d’'un étalon OMS

o L'utilisation de matériaux de référence (par exemple pour les : métabolites, des
médicaments, ...)
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Logigramme sur la détermination de I’exactitude

Détermination de
I'exactitude

Existe-t-il (*) méme automate, méme
un EEQ ? personnel (technique validation
- biologique), méme réception...

Non
(tracer dans le dossier de vérification /

Cette EEQ répond-elle aux
besoins (seuils, groupes

validation de méthode, et ré-évaluer chaque
année dans le suivi de performances)

Est-il possible et pertinent
d'organiser des échanges

de paires, matrices, ...) ? inter-laboratoires ?

Non
(Argumentation a tracer dans le dossier de
vérification / validation de méthode, et ré-
évaluer chaque année dans le suivi de
performances)

Les conditions de gestion
(périodicité non appropriée en
lien avec la fréquence du
(des) programmes existants)
sont-ils compatibles avec
I'exploitation des EEQ par la
structure ?

Le processus analytique
est-il commun a celui d'un
autre examen accrédité
couvertpar une EEQ? (%)

Défirir les madalités pratiques de
I'écharnge, aua choix des échantillons
a Vanalyse des résultats

Formaliser ces modalités et
I'engagement de chaque laboratoire

Mettre en place I'échange

La maitrise des risques est-
elle identique ?

Mettre en place I'EEQ

La maitrise du processus pour )
les examens avec EEQ garantit la Identifier les risques etassurer

qualité des résultats rendus pour les moyens de maitrise des
I'examens sans EEQ risque afin de démontrer la
performance de |'exactitude

Exploitation des résultats
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8.6.1.5 Incertitude de mesure

L’évaluation de l'incertitude de mesure est une exigence de la norme NF EN ISO 15189. De
plus, les composantes d’'incertitude de la phase analytique pour chaque mesurande doivent
étre établis. Un calcul d’incertitude doit en outre étre déterminé pour les paramétres
quantitatifs (cf. SH REF 02). Le laboratoire peut suivre les lignes directrices pratiques pour
I'estimation de lincertitude de mesure du document Spécification technique XP ISO/TS
20914:2020.

La démarche est de définir le mesurande et d’analyser le processus de mesure :
- identifier les facteurs susceptibles d'influencer le résultat de mesure ;
- identifier, parmi ceux-ci, ceux dont l'influence est considérée comme non significative,
en précisant les raisons de cette décision (preuve ou élément connu)
- apporter la preuve de la maitrise des facteurs qui ont une influence significative(sur)les

résultats.
INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) 1., calcul []
. . Exigence de
Incertitudes calculées
performances
Mode de calcul (cf. SH GTA 14) : Formule utilisée Référence
Quantification de l'incertitude Niveau 1 en valeur absolue +-Uou Exigences en fidélite,
(niveau 1) : Niveau 1 en valeur absolu€(x U% justesse et incertitude
Quantification de l'incertitude Niveau 2 en valeur absolue . +U-ou Exigences en fidélite,
(niveau 2) : Niveau 2 en valeur absolue + U% justesse et incertitude
Quantification de l'incertitude Niveau xxx en valeur absolue + U ou Exigences en fidélite,
(niveau xxx) : Niveau xxx envaleurabsolue + U% justesse et incertitude

Argumentaire de la conclusion (impact sur larzone décisionnelle ?) :

Méthode de calcul :

Le document SH GTA 14 a été rédigepour aider les laboratoires a procéder a la détermination
de lincertitude de mesure des.résultats.

L’incertitude doit étre ré€valuée régulierement. La périodicité peut étre définie en fonction d’'un
délai ou la survenue d’'un événement particulier (dérive du biais d’inexactitude, CV de fidélité
intermédiaire, vi€eillissement d’'un automate, ...). Elle est a évaluer en fonction des besoins
cliniques et linterprétation biologique du dossier patient. Elle est confrontée aux exigences de
performance “du” laboratoire qui peuvent étre calculées a partir de données de sociétés
savantes oui'de publications faisant autorité, et tenant compte des fidélités et biais limites.

Rappel :

- Pour les résultats avec un seuil décisionnel, le laboratoire définit sa propre incertitude.
- Llincertitude peut également étre liée a la variabilité inter-opérateurs (ex : table de Riimke en
hématologie).

Le résultat de l'incertitude est pris en compte dans l'interprétation voire dans la prestation de
conseil (cf. schéma des étapes de détermination et utilisation des incertitudes de mesure).
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Etapes de détermination et utilisation des incertitudes de mesure :

Exigences normatives

Principe de mise en ceuvre

|

Détermination l'incertitude de mesure

1

Confrontation aux exigences de performances

Le laboratoire s’appuie sur sa connaissance_des principes
des méthodes, des performances des pairs,((... €t au regard
des besoins de ses usagers.

Intérét de-calculer les Incertitudes

Le laboratoire determine l'intérét en fonction de la gamme,
de la linéarité-dela méthode, des seuils décisionnels, ...

1

Influence des incertitudes sur les résultats

Le laboratoire adapte les interprétations et détermine les
prestations de conseil en fonction des incertitudes.

8.6.1.6 Comparaison de méthodes

Dans le cadre d’appareils en miroir, la comparabilité des résultats doit étre assurée, lors de la
vérification ou la validation initiale, et de facon continue (cf. NF EN ISO 15189 :2012 § 5.6.4
et NF EN ISO 15189 :2022 §7.3.7.4).

Différents exemples de comparaison de méthodes entre des analyseurs en fonction des
changements sont développés dans le chapitre 9 du présent document.
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Si des différences significatives sont observées, le biologiste médical formalise la conduite &
tenir :
- Rejet de la méthode si elle ne correspond pas au cahier des charges initial,
- Utilisation transitoire et documentée d'un facteur de correction (attention aux
problemes d'interprétation des résultats de comparaisons inter-laboratoires avec les
EEQ ou les CIQ externalisés),
- Information des cliniciens prescripteurs,
- Adaptation des intervalles de référence (en dernier recours si la méthodologie de calcul
des intervalles est maitrisée)

Remarques :

- Apres établissement du graphique des différences (différences observées en fonction du
niveau de concentration), les valeurs discordantes éventuelles devront étre exploitées_par. le
laboratoire afin de mener une analyse des causes et une analyse d’'impact sur les divergences
constatées entre les 2 méthodes testées.

- Changement d'analyseur : en cas d'impossibilité d'évaluer le nouvel analysetir_en paralléle
du précédent (par exemple manque de place pour positionner les 2 analyseurs dans le
laboratoire), le laboratoire établit dans sa procédure de gestion de portée flexible les
opérations réalisées a minima avant d'effectuer des examens pour les patients.

COMPARAISON DE METHODES ;
Applicable [] ; non applicable (a justifier), =

Donr_lees_ b.lbllographlques (fournisseurs, Références bibliographiques

publications,...) :

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le | Appargils en miroir : préciser les références des

laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBMD : appareils comparés

Nombre de mesures : Préciser le nombre de mesures

Intervalle de comparaison adaptée a I'étendue-des)| Préciser les valeurs minimum et maximum de

mesures du laboratoire : I'étendue des mesures

Méthode d'exploitation des résultats : Droite des moindres rectangles, moindres carrés,
passing et bablok ...

Equation de la droite de régression< Y=ax+h

Diagramme des différences et/oy des.rapports : Indiquer le nombre de déviants aprés les avoir
vérifiés et documentés

Argumentaire de la conglusion :

Méthode de calcul=

Pour comparer les résultats d'une méthode Y (a tester) avec ceux d'une méthode X (utilisée
dans le faboratoire ou prise comme référence), on analyse au moins 30 échantillons de
patients_couvrant de fagcon homogéne I'étendue du domaine physiopathologique rencontré et
répartiS si possible selon les recommandations de l'article « Quality specifications and
allowable limits for validation of methods used in clinical biochemistry (p.685-95),1999”.

Ces échantillons, frais de préférence, sont analysés en simple par les 2 méthodes, dans un
délai le plus court possible. Les résultats sont examinés au fur et a mesure, et il est vérifié si
les discordances (écart entre les deux méthodes) sont jugées supérieures aux limites
préétablies calculées comme suit :

. . L. 2 2
Limites de suivi = i\/(BUFI technique testée) + (BUFI technique de comparaison)

Avec o r : écart-type de la fidélité intermédiaire (FI) obtenue a partir des CIQ.

S| Or technique testée = (O] technique de comparaison = )
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Alors Limites de suivi = £ 4.24 ¢ pour chaque niveau de concentration (cf. figure 1)

Pour chacun des couples retenus xi (méthode X) et yi (méthode Y) :
. Calculer les différences xi - yi
. Calculer les rapports yi / xi

Etablir les graphiques des différences, (xi — yi) fonction de x; et (yi / x;) fonction de x;, et reporter
les limites retenues en valeur absolue ou relative sur ces graphiques (cf. figures 1, 2 et 3
suivantes).
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Noter le nombre d'échantillons discordants identifi€s, et rechercher la cause de la discordance
si elle subsiste aprés controle (aspect, fibrine, hémolyse, ...) et faire une analyse d’'impact en
fonction de la clinique, I'état de l'art... (Cf. Chapitre 9 du présent document).

Le calcul du coefficient de corrélation ne s'applique qu'a des variables indépendantes pour
démontrer un lien entre deux variables x et y. Ce n'est pas le cas lors d'une comparaison de
techniques. La valeur du coefficient de corrélation n'a donc pas d'intérét pour la
comparabilité des deux méthodes. Les données pertinentes sont apportées par I'équation
de la droite de régression dont la pente et I'ordonnée a l'origine exprimeront la similitude des
méthodes comparées (similitude optimale avec pente égale a 1 et ordonnée a l'origine égale
a 0). Il est possible de comparer la pente obtenue a 1 et 'ordonnée a l'origine a 0 a I'aide d’un
calcul statistique.

8.6.1.7 Etendue de mesure

L’étendue de mesure comprend la limite de détection, la limite de quantification etvla limite
supérieure de linéarité.

Limite de détection : Il s'agit du plus petit signal exprimé en quantité od.en\concentration qui
peut étre distingué avec une probabilité donnée d'un blanc de réaction.réalisé dans les mémes
conditions (en chromatographie, la limite de détection peut étre déterminée comme étant égale
au triple de I'écart-type obtenu a partir du signal correspondant:a_la ligne de base mesuré 10
fois).

L'étude de la limite de détection est basée sur I'analyse statistique de la différence de signaux
observés entre les blancs et les échantillons.

Limite de guantification : La limite de quantification correspond a la plus petite valeur mesurée
exprimée en concentration, fournie ayec.un niveau de fiabilité acceptable et d'incertitude
connue.

La limite de quantification est.la plus’ petite valeur qui peut étre fournie pour un échantillon de
patient.

Limite de linéarité

Aprés la dilutiops d'un échantillon de concentration trés élevée, les résultats obtenus
permettront de vérifier I'existence d’'une relation linéaire entre les dilutions effectuées et les
concentrations” observées (s'assurer de l'adéquation du diluant nécessaire et des pipettes
utilisées).

La limite supérieure de linéarité et la limite de quantification permettent de définir le domaine
de 'mesure de la méthode.

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) []

Limite de détection : Etude bibliographique (sources Etude expérimentale (valeurs)
et valeurs)

Limite de quantification : Etude bibliographique (sources Etude expérimentale (valeurs)
et valeurs)

Limite supérieure de linéarité : Etude bibliographique (sources Etude expérimentale (valeurs)
et valeurs)

Argumentaire de la conclusion :
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Méthode de calcul :

Limite de détection :

Pour l'estimer, on peut effectuer 30 mesures répétées des blancs (matrice dépourvue de
I'analyte a doser, « calibrateur » zéro, diluant) dans une méme série, et on calcule I'écart-type
(sb) exprimé en concentration de ces 30 mesures.

Une autre méthode d’estimation est de calculer le rapport signal/bruit.

La limite de détection peut étre calculée selon la formule suivante en absence de bruit de fond
Limite de détection = 3 X §,

Pour les méthodes qualitatives, la limite de détection correspond au seuil de positivité.

Limite de quantification :

La limite de quantification peut étre estimée selon la formule suivante en absence de’ bruit de
fond :

Limite de quantification = 10 X S

La limite de quantification peut également étre évaluée a l'aide decdilutions d'un étalon ou de
I'échantillon de Contrdle Interne de Qualité le plus bas (différent de\0yavec le diluant, selon le
schéma:100+0;90+10;....10 + 90 ; 0 + 100 soit 11 échantillons mesurés chacun 10 fois
dans une série unique.

On calcule, pour chaque série de mesures des différentes dilutions, I'écart-type (s), le
Coefficient de Variation (CV) et I'écart de la moyenng (m) a la valeur théorique (réalisation d'un
profil de « précision » ou profil de fidélité). A<partirde la courbe des CV en fonction des
concentrations (courbe d'Horwitz), est Zdéterminée la concentration correspondant
généralement a un CV de 10 % et représentanta limite de quantification.

8.6.1.8 Interférences etspecificité analytique

Une méthode « sélective » ou « spécifique » permet le dosage d’un analyte sans interférence
dans une matrice complexe-—Des substances dites « interférentes » altérent le signal de
mesure pouvant entrainer des résultats erronés.

Il peut étre nécessaire d*établir un plan d’expérimentation en fonction des interférences les
plus probables. PDans Je cas d’une méthode adaptée/développée, une étude expérimentale
pertinente estreffectuée afin d’établir I'influence de substances présentes dans la matrice et
potentiellement interférentes.

La surveillance des interférences est a réaliser de fagon continue (recherche active).

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité,
bilirubine, médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer
si nécessaire)

Applicable [] ; non applicable []

Hémolyse Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)
Turbidité Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)
Bilirubine, ictére Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge (module LIH)
Médicaments Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge

Préciser les données fournisseur ou essai de surcharge

Argumentaire de la conclusion :
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Les recommandations :

La présence dans les liquides biologiques de substances endogénes (bilirubine, hémoglobine,
lipoprotéines, ...) ou exogénes (médicaments) peut étre a l'origine d’interférences et conduire
a des résultats erronés. L'influence de ces substances est variable en fonction des examens
et des méthodes de mesure. Un protocole d’évaluation de ces influences est proposé par la
SFBC.

Ce protocole consiste a évaluer l'influence de la substance interférente en surchargeant avec
celle-ci un échantillon de concentration connue.

Exemple pratigue : le pourcentage de récupération nommeé test de surcharge

Le pourcentage de récupération permet d’identifier, pour un échantillon donné ou un type de matrice donné
et a un niveau de concentration donné, la présence d’interférence potentielle lors du processus d’analyse.
Le taux de récupération correspond a la différence (en pourcentage) entre la concentration-mesurée d’'un
echantillon fortifié (Cf) et la concentration initiale mesurée du méme échantillon non fortifié (€i), divisée par
la concentration de la substance ajoutée (Ca). Ce rapport tient compte de la transformation chimique qui
s’est produite, s’il y a lieu. Un minimum de cinq essais est demandé pour I'évaluation d’'une méthode
d’analyse.

Méthode de calcul de la récupération :
Dans la zone quantifiable de la méthode, analyser cing échantillons:réels:”Ajouter une concentration d’au
moins 50 % et d’au plus 100 % de la concentration réelle de la substance a doser.

Récupération (%) = (Cf— Ci) / (Ca) * 100
Avec un seuil d’acceptabilité fixé a 10%

Il est envisageable, par exemple pour une validation de dosage des protéines dans un liquide articulaire
par une méthode automatisée non validéespar le/fournisseur, d'ajouter a un échantillon de liquide articulaire
de concentration connue, une quantité.de_sérum de concentration connue et de calculer le taux de
récupération ou de taux de recouvrement,

Ce test permet en effet de valider |'effet matrice et participe a I'évaluation de la justesse de la
méthode.

8.6.1°97 Contamination

Il existe-de nombreuses sources ou possibilités de contaminations, il appartient au laboratoire
de procéder a une analyse des risques détaillée et documentée qui s’appuie sur une bonne
compréhension du systéme analytique, du processus analytique complet ainsi que les phases
pré et post analytiques. Cette approche peut conditionner le plan d’expérimentation et
I'exploitation statistique des résultats.

Des phénoménes de contamination peuvent étre observés lors de l'utilisation de systemes
analytiques, notamment au niveau des systémes de pipetage des échantillons (contamination
inter échantillons) et de distribution des réactifs (contamination inter-réactifs).

Contamination inter échantillons :

Une étude de contamination inter-échantillon est a effectuer pour tous les systémes
automatisés de maniére bibliographique ou expérimentale. Elle porte surtout sur les analytes
qui peuvent étre affectés par ce phénomeéne en raison des variations physiologiques
observées en pratique courante (3-HCG, Antigéne HBs, ...).
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L’étude est répétée en cas de doute sur le fonctionnement du systéme automatisé, et en
particulier du systeme de lavage et/ou de décontamination.

Compte tenu de l'importance clinique de certains examens, le niveau de la contamination
devrait étre proche de zéro ou susciter la définition de regles de revue systématique a chaque
fois qu'un échantillon présente une valeur susceptible de contaminer I'échantillon suivant et
de produire un résultat erroné.

Contamination inter-réactifs :
Le phénoméne de contamination inter-réactifs peut se produire sur un analyseur lorsque le
systeme de distribution est commun a tous les réactifs.

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parametres sensibles)
Applicable [] ; non applicable []

Inter échantillon pour les paramétres sensibles (par | Préciser les données fournisseureu-es résultats de
exemple : Ag HBS, BHCG) : I’essai de surcharge

Inter réactif si nécessaire (par exemple: LDH et | Préciser les données fournisseur ou les résultats de
ALAT, cholestérol et phosphate, lipase et | I'essaisur site

triglycérides, ...) :

Argumentaire de la conclusion :

Méthode de calcul et les recommandations :

Contamination inter échantillons :

Une étude des contaminations inter-échantillons peut étre effectuée de la fagon suivante :
Aprés rincage de l'appareil, un échantillon a valeur élevée (ou positif fort) est analysé 3 fois
consécutivement (H1, H2, H3, de moyenne mH) suivi d'un échantillon a valeur basse
également analysé 3 fois (B1, B2, B3).'Les séquences (H1, H2, H3, B1, B2, B3) peuvent étre
répétées plusieurs fois (5 fois) afin-d'établir la moyenne des B1 (mB1) et la moyenne des B3
(mB3). La différence statistiquement significative entre les 2 moyennes pourra étre établie a
l'aide d'un test « t » de Student:avant de procéder au calcul du pourcentage de contamination
inter échantillons.

Remarque : enAechnique micro-plaque, assimilable a du quantitatif, il est préférable de
disposer les_échantillons positifs et négatifs en fonction de la structure du peigne de lavage.

Le pourcentage de contamination entre les échantillons est calculé selon la formule suivante :

o (mB1 —mB3)
Contamination (%) = m x 100

Compte tenu de l'importance clinique de certains examens, le niveau de la contamination
devrait étre proche de zéro ou entrainer des regles de « repassage » argumentées.

Remarque : Cette méthode de calcul ne peut pas s'appliquer a des techniques qualitatives.
Dans ce cas, il est possible de vérifier, en alternant des échantillons positifs et négatifs, que
les échantillons négatifs restent négatifs, il en est de méme pour les échantillons positifs.

Contamination inter réactifs :

Une étude de contamination inter-réactifs peut étre effectuée de la fagon suivante en biochimie
(contamination lors de la mesure de l'activité de la LDH par des réactifs ALAT) :

Aprés ringcage de l'appareil, I'activité de la LDH est mesurée n fois (par ex n=10), en série sur
un échantillon de sérum. La valeur moyenne de la LDH (évaluée en série) est calculée.
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Dans une deuxiéme étape l'activité de la LDH est établie sur le méme sérum mais en
alternance (ALAT, LDH, [n fois]). La valeur moyenne de la LDH (évaluée en alternance avec
ALAT) est calculée. La différence statistiguement significative entre les 2 moyennes est établie
a l'aide d'un test « t » (cf. annexe 3), mettant en évidence une contamination inter-réactifs.

Rappel de guelqgues exemples de contaminations :

- Du systéme analytique :
o Aiguille commune a plusieurs dosages ;
Lavages spéciaux (détergents, ultrasons, ...) ;
Ordre de réalisation des tests ;
Pollution (par exemple : cuvette réactionnelle mal vidée ou mal lavée) ;
Homogénéisation échantillons avec création d’aérosols.

o O O O

- Delaphase pré-analytique :
o Milieu de transport ou de conservation (par exemple effet aérosgllors:du débouchage ou
de la centrifugation) ;

o Cheminement pré analytique (paillasses intermédiaires) 4
o Preé-traitements (fluidifiants, liquéfiants, acidifiants) ;

o Centrifugation ;

o Projections ;

O

Contamination cutanée du préleveur ou du prelevé:

- Delaphase post-analytique :
o En cas de rajout d’analyse si le fube/€st passé sur des systémes qui potentiellement
auraient pu contaminer (aliquetage).

- Péri-analytiques :
o Contamination ambiante (€Ox) ;
o Contamination environnementale (ex : biologie moléculaire / PCR, “marche en avant”) ;
o Parla qualité.de I'eau (osmosée, distillée).

En pratique ;

= \Le”choix des paramétres qui font I'objet d’'une expérimentation est basé sur une bonne
connaissance du systéme analytique et des réactifs.

=~ Les indices statistiques de contamination obtenus sont a interpréter au regard de la
signification clinico-biologique.

- Une alternative peut consister a comparer une “série neutre” et une “série contaminée” avec
la limite de 2,8 x CV reproductibilité.

Par exemple : Dosage d’HCG a 3 UI/L. Répéter ce dosage 10 a 15 fois pour obtenir une moyenne.
Ensuite, on dose un HCG fort en alternance avec cet HCG a 3 UI/L 5 fois de suite. Les 5 faibles qui
suivent les forts seront comparés a la premiére série d’'HCG a 3 dont on a déterminé la moyenne. lls
doivent étre inférieurs a la limite de 2,8 x CV reproductibilité.
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8.6.1.10 Robustesse et stabilité des réactifs

Robustesse
La robustesse d’'une méthode d’analyse est une mesure de sa capacité a ne pas étre affectée
par des variations faibles, mais délibérées, des parametres de la méthode. La robustesse
fournit une indication sur la fiabilité de la méthode dans les conditions normales d'utilisation.
Ces variations, faibles, correspondent a I'écart d’'un paramétre opératoire par rapport a sa
valeur nominale définie dans la méthode. Certains paramétres peuvent avoir une influence
comme par exemple :

- la température d'incubation : vérifier que l'incubateur atteint bien le point de consigne

sans dépassement supérieur lors de la stabilisation,

- les effets de bords sur microplaques : vérifier 'influence éventuelle sur la qualité.des

résultats de la position de I'échantillon en différents emplacements de la plaque,

- la composition d'une phase mobile en CLHP (pH, teneur en solvant, ...).

Stabilité des réactifs

Dans le cas de réactifs fabriqués par le laboratoire, les conditions de stahilité.(température,
durée de conservation, ...) sont établies. Pour les réactifs correspondants'a des DM-DIV, le
laboratoire note les préconisations relatives a la stabilité des réactifs définies par le fournisseur
(température et durée de conservation avant/aprés ouverture, conservation embarquée sur
'analyseur, ...).

ROBUSTESSE et STABILITE ¢estREACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente ep-portée A pour les parametres sensibles)
Applicable [] ; nonzapplicable []

Eléments critiques testés (t°, pH, position sur unv| Préciser les données fournisseur ou essai sur site
support, ...)
Stabilité des réactifs aprés ouverture, embarqués, ... | Préciser les données fournisseur ou essai sur site

Argumentaire de la conclusion :

Les recommandations :

La robustesse :

L’évaluation de la.robustesse nécessite d’'identifier les paramétres (pH, température, ...) ayant
un effet significatif-sur la performance de la méthode. L’évaluation de la robustesse n’est
indispensable que pour les méthodes développées en interne.

L’évaluation de la robustesse peut étre une mesure de la reproductibilité des résultats obtenus
dans des’conditions opératoires normales, entre laboratoires, entre opérateurs, ..., comparée
a larépétabilité de cette méme procédure d’analyse appliquée dans des conditions opératoires
de type répétabilité (méme opérateur, méme série). Plus le rapport entre ces deux expressions
de la fidélité est proche de 1, plus la méthode sera robuste.

Une alternative pour évaluer la robustesse consiste a appliquer le protocole expérimental de
Plackett-Burman. Les laboratoires peuvent se reporter aux références bibliographiques pour
exemples de calcul (Young, Eurachem, Plans d’expérience SFSTP).

La stabilité des réactifs :

Dans le cadre d'une validation de méthode, une évaluation de la stabilité des réactifs est a
réaliser. Elle consiste a évaluer par exemple la stabilité des réactifs « sensibles » ou
« embarqués » a bords des analyseurs.
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Dans ce cas, on peut analyser un étalon de niveau de concentration élevée en tant
qu‘échantillon inconnu a intervalle régulier entre J1 et Jn. Le nombre d'analyses entre ces
deux dates est fonction de la durée de conservation attendue pour obtenir un minimum de 10
résultats.

Des limites de stabilité théoriques (Lst (en %), par exemple £10 %) adaptées a chaque analyte
(en rapport avec limites acceptables pour le CIQ par exemple) sont établies.

Les valeurs correspondant a (+ Lst) en % du taux théorique de I'étalon utilisé sont calculées.
Chaque mesure de I'étalon v devrait étre comprise dans l'intervalle [ v — Lst (%) ; v + Lst (%)].
La limite de durée de stabilité est obtenue comme suit :

La limite de durée de stabilité correspond a la derniére valeur de I'étalon comprise-dans
l'intervalle [v — Lst %; v + Lst %].

ETUDE DE LA STABILITE

Pour évaluer la stabilité de réactifs sensibles

AA0%

JOURS + - + + +

= -10%

8.6.1.11 Intervalle de référence€t/ou valeurs seuils

L’intervalle de référence et les Sedils‘de décision médicale sont définis et documentés par le
laboratoire, en fonction de l'age, du sexe, ... et devront étre adaptées a 'usage des résultats
par les cliniciens en pratigueicourante.

Dans le cas d’'un_développement de méthode, le laboratoire peut étre amené a définir ses
propres intervalies'de-référence ou les seuils de décision médicale correspondants.

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données

démographiques (étude expérimentale indispensable en portée B)
Applicable []; non applicable []

Valeurs de référence Préciser les données fournisseur ou les résultats des
essais pratiqués

Argumentaire de la conclusion :

Méthode de calcul :

Si la distribution de la population est gaussienne, le calcul peut se faire de la maniere suivante :
e aprés une période d'utilisation permettant d'obtenir un nombre de valeurs significatif (n
> 100),
e a partir de patients exempts de pathologie (si possible),
e en écartant les valeurs aberrantes,
e en écartant toutes les valeurs >m + 2s et <m — 2s,
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e en recalculant la moyenne (moyenne tronquée) m; et I'écart-type (écart-type tronqué)
st a partir des valeurs ainsi retenues,

Les valeurs de référence seront données par l'intervalle [ m¢— 2s;; mi+ 2s:].

Les valeurs de référence (ou intervalle de référence) peuvent également étre déterminées par
d'autres méthodes statistigues notamment non paramétriques (CLSI).

8.6.1.12 Déclaration d’aptitude
Une conclusion argumentée, a partir des limites acceptables définies au préalable, doit

finaliser 'acceptation de la méthode (par une personne compétente et habilitée a cet effet, cf.
NF EN ISO 15189 :2012 85.5.1.3 et NF EN ISO 15189 :2022 §7.3.2 et 7.3.3).

N
DECLARATION d’APTITUDE 2 %

Conclusion :
Autorisée par :
Signature

Rappel : La confirmation des performances de la méthode est nécessaire dans la pratique quotidienne.
Pour maitriser pleinement une méthode, l'utilisation, la gestion.etle suivi des contréles internes de qualité
(CIQ) et des évaluations externes de la qualité (EEQ) sont-indispensables. Leur exploitation statistique
permet de vérifier et de confirmer notamment la fidélité etla justesse de la méthode.

8.6.2 Vérification/Validation d’vhe-methode qualitative

Dans le cadre d’'une technique gualitative, la vérification/validation expérimentale est plus
réduite, et s'appuie fortement stir/des études de risques (méthode des 5M), sur I'habilitation
des opérateurs, ou sur |'étude.des performances des Evaluations Externes de la Qualité ou
d'un échange inter-laboratoires d’échantillons.

Le laboratoire établitles criteres de performance de la méthode utilisée. Il les compare aux
limites acceptables dont il dispose (fournisseur, bibliographie, sociétés savantes, ...) et conclut
quant a l'acceptabilité de sa méthode en fonction de ses besoins vis-a-vis du critere testé.
Toute discordance avec les performances annoncées par le fournisseur ou avec les
performances de la précédente méthode sera investiguée.

8.6.2.1 Variabilité inter-opérateurs

La variabilité inter-opérateurs constitue un indicateur de la maitrise de la réalisation des
méthodes non automatisées. Un moyen d’assurer cette maitrise repose sur la vérification de
la compétence des opérateurs (habilitation). Des criteres objectifs pourront étre établis, par
exemple, par I'intermédiaire d’'une analyse de la robustesse.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable []; non applicable []

Opérateur évalué 1 Essai sur site — résultats de la variabilité
Opérateur évalué 2

Argumentaire de la conclusion :
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Les recommandations :

La variabilité inter-opérateurs constitue un indicateur de la maitrise de la réalisation des
méthodes non automatisées. Le laboratoire peut utiliser la variabilité inter-opérateurs (CV) et
la comparer & la variabilité intra-opérateur d’'un référent. Un rapport proche de 1 montre la
concordance obtenue pour n opérateurs (cf. robustesse - 8§8.6.1.10). La notion de
concordance pour des résultats non chiffrés (exemple : présence/absence) tient compte de la
prise en charge du patient et I'impact clinique.

Une autre possibilité pour quantifier la variabilité inter-opérateurs est I'analyse de variance
appliqguée aux résultats obtenus par les n opérateurs (cf. analyse de variance - 811.8).

8.6.2.2 Sensihilité, spécificité analytiques, justesse et fidélité

Les concepts de sensibilité et de spécificité sont utilisés pour les tests dichotomigues (oui/non,
positif/négatif, etc.). Les sensibilités/spécificités s’entendent d’'un point de vue‘analytique et ou
diagnostiques. Dans les deux cas, la détermination du seuil est cruciale| peur séparer les
populations. Le laboratoire peut se référer aux données bibliographiques-ou établir lui-méme
les performances pour obtenir le meilleur service médical.

La valeur prédictive positive (VPP) est la probabilité que la maladie soit présente lorsque le
test est positif. La valeur prédictive négative (VPN) est la.probabilité que la maladie ne soit
pas présente lorsque le test est négatif.

A partir des VP (vrais positifs), FP (faux positifs),)VN=(vrais négatifs) et FN (faux négatifs), il
est possible de calculer une approche de la fidélité et de la justesse d’'une méthode, lorsque
le recrutement est suffisant et qu'une méthode de référence / diagnostic définitif est
disponible :

Fidslité (%) = 100

—X
VP +FP
VP +VN

X
VP+VN+ FP +FN 100

Justesse (%) =

Une méthodesqualitative est d’autant plus fidele et juste que les valeurs obtenues seront
proches de100 lorsqu’elles sont exprimées en %.

En microbiologie, en particulier pour les tests d’identification ou les tests de sensibilité aux
antimicrobiens, la notion de concordance est préférable aux notions de sensibilité et de
spéeificité : concordance au genre et a I'espéce pour les identifications, concordance a la
classe de catégorisation sensible & dose standard (S), sensible a forte exposition () et une
catégorie résistante (R).

Remargue : Il est souvent tres difficile pour les laboratoires d'obtenir des échantillons positifs (ou négatifs)
en nombre suffisant pour vérifier la spécificité et la sensibilité diagnostique d'une méthode en raison d'un
recrutement parfois insuffisant (techniques de RAI, de groupage, de sérologies, dépistage du paludisme,
des parasitoses digestives, ...). La vérification bibliographique critique prend donc ici toute son importance.
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Exemple en pratique :

La surveillance de la dérive d'une méthode de PCR en temps réel peut étre réalisée par le suivi du Ct
(nombre de cycles qu'il faut pour atteindre de seuil de détection) d’'un contréle interne a une valeur proche
du seuil.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable (] ; non applicable (a justifier) []

Vrais positifs Spécificité, sensibilité, VPN, VPP
Faux positifs
Vrais négatifs
Faux négatifs

Argumentaire de la conclusion :

8.6.2.3 Incertitude de mesure

Dans le cas des méthodes qualitatives, Le laboratoire procéde a unie analyse du processus,
afin d'établir les éléments de variabilité du processus. Cette analyse doit étre réalisée en
prenant en compte l'intégralité du processus analytique. Elle consiste :

e aidentifier et inventorier tous les facteurs susceptibles d'influencer le résultat, au méme
titre que dans le cas des méthodes quantitatives:;

e justifier I'influence jugée non significative de eertains facteurs ;

e montrer comment sont maitrisés les’facteurs dont l'influence est significative, de
maniére a minimiser les risques et/les erreurs.

A Tlissue de cette analyse, une estimation des principales composantes d'incertitude est
conduite ainsi que leur impact” sures résultats. S'il persiste des facteurs d'influence
significative ne pouvant étre totalement maitrisés, leur impact sur le résultat doit étre évalué
et le cas échéant faire I'objet-d'une information au prescripteur si elle est importante pour la
validité des résultats.

Remarque :

Pour les analySes dont le résultat repose sur la détermination de données quantitatives, I'incertitude
de mestire \peut étre estimée (par exemple sur la base d’échantillons négatifs ou positifs autour
d’unsseuil).

8.6.2.4 Approche de lalimite de détection

Le terme « limite de détection » est utilisé pour décrire la plus petite valeur de mesurande dont
une procédure analytique peut indiquer la présence avec un niveau de confiance spécifié. Elle
est également appelée « concentration détectable minimale ».

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable []; non applicable []

Limite de détection : | LD trouvée ou référence bibliographique
Argumentaire de la conclusion :
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8.6.2.5 Comparaison de méthodes

Le laboratoire peut comparer les résultats d’'une méthode en cours de vérification, soit a la
méthode précédemment utilisée, soit a la méthode automatisée (ex : recherche de sang dans
les selles, cytologie urinaire, ...). Il évalue alors I'impact des discordances éventuelles.

Lors de la mise en place d’une nouvelle méthode, le laboratoire peut échanger des
échantillons positifs/négatifs avec un autre laboratoire pour vérifier la concordance des
résultats obtenus avec la méthode en cours de vérification/validation.

8.6.2.6 Interférences

Le laboratoire effectue a minima une étude bibliographique des interférences potentielles
décrites dans la notice fournisseur. Des essais de surcharge pourront étre réalisés.

8.6.2.7 Contamination

Le laboratoire évalue et maitrise les potentiels cas de contamination inter-échantillons et/ou
inter-réactifs (ex : méthodes de biologie moléculaire).

8.6.2.8 Robustesse
Voir tableau de performance en §8.6.1.10.

8.6.2.9 Intervalle de référence et/ou valeurs. setils

L’intervalle de référence et les seuils de décision-médicale sont définis et documentés par le
laboratoire, en fonction de I'age, du sexe, .. €tdevront étre adaptés a 'usage des résultats
par les cliniciens en pratique courante. En-outre, le laboratoire définit une conduite a tenir en
cas de résultats « douteux » (ni positifsyni.négatifs).

Voir tableau de performance en §8.6.1:11.

8.6.2.10 Déclaration d*aptitude

Une conclusion argumentée, a partir des limites acceptables définies au préalable, doit
finaliser 'acceptation-dela méthode.

Les conséquences.des vérifications / validations sur le service médical rendu peuvent y étre
précisées.

)
\V} DECLARATION d’APTITUDE
Conclusion :
Autorisée par :
Signature

justesse (ou exactitude) de la méthode.

Rappel : Comme pour les méthodes quantitatives, la confirmation des performances de la méthode est
nécessaire dans la pratique quotidienne. Pour maitriser pleinement une méthode, I'utilisation, la gestion et
le suivi des contréles internes de qualité (CIQ) et des évaluations externes de la qualité (EEQ) sont
indispensables. Leur exploitation statistique permet de vérifier et de confirmer notamment la fidélité et la
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9 EXEMPLES DE METHODOLOGIE D’ANALYSES DES RISQUES
ET ADAPTATION DU DOSSIER DE VERIFICATION /
VALIDATION DE METHODES

Il est rappelé que cette annexe est constituée d’exemples d’analyses de risques et/ou de dossiers
de vérification / validation de méthodes partiels dont pourront s’inspirer les laboratoires. Dans
tous les cas, il appartient aux laboratoires de démontrer que les dispositions\prises
permettent de satisfaire pleinement aux exigences d’accréditation pour le service medical
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9.1 Stratégie de vérification / validation de méthode pour la comparaison
d’automates lors de lintégration, changement et déplacement
d’automates

Ce chapitre identifie les adaptations possibles et pertinentes du processus de vérification /
validation de méthode dans le cas d’intégration, de remplacement ou de déplacement
d’automates.

9.1.1 Précisions

Dans cette hypothése, le laboratoire dispose de données antérieures. L’analyse des risques
peut se baser sur le dossier de vérification / validation de méthodes initial et sur le suivi de la
méthode.

La maitrise de la comparaison entre les résultats obtenus avec I'ancienne méthodeset-ceux
obtenus avec la nouvelle est I'objectif principal de cette analyse des risques.

Que compare-t-on ?

e Comparaison de résultats d’examens rendus par les automates d’un 'plateau technique
pour lesquels les examens sont réalisés indifféeremment sur’un groupe d’automates.

e Comparaison de résultats d’examens rendus par des automates entre différents
plateaux techniques indépendants mais pour lesquelsun méme patient est susceptible
d’étre pris en charge pour un méme examen par les différents plateaux techniques du
méme laboratoire (antériorités et valeurs de références identiques).

e Sur la base d'une analyse des risques (basée sur le service médical rendu, la
comparaison des résultats n’est pas todjoursnécessaire lorsque les automates sont
différents (marques, gammes, modéles, séries différentes) et utilisent des principes de
méthodes ou des matrices différentes, Les résultats obtenus des différents automates
ne seront pas toujours comparables” Toutefois, le laboratoire doit s’assurer que les
résultats sont concordants {méme” interprétation clinique) et différencier les résultats
obtenus sur les comptes<rendus (gestion des antériorités, codes analyses, valeurs de
référence, informatiomaux.prescripteurs, ...) ; Les EBMD entrent le plus souvent dans
ce cas de figure.

Comment comparé-t-on ?
Il existe plusieurs stratégies de comparaison :

o Unesdes stratégies peut étre de définir un automate référent qui est choisi dans le
panel des automates disponibles. Le choix de I'automate référent se fait soit de
maniére indifférenciée, quand la comparabilité des résultats du groupe d’automates
concernés du laboratoire peut étre prouvée, soit selon les critéres de choix
argumenté du laboratoire (exemple : 'automate référent pourrait étre celui qui
présente le biais de justesse ou d’exactitude le plus faible (Biais, Z-Score ou IET)
par rapport au groupe de pairs). Il est aussi possible de choisir 'automate qui traite
le plus d’examens ou celui qui, en lien avec la stratégie d’EEQ du laboratoire,
bénéficie le plus d’évaluations externes.

e Une autre stratégie pourrait étre de les comparer deux a deux (comparaison par
couple de chaque automate selon la norme NF ISO 5725-6).

e Une autre stratégie pourrait étre la comparaison par groupe d’automates (nombre
d’automates > 2)

En fonction des stratégies utilisées, il existe plusieurs tests statistiques disponibles (cf.
modalités de comparaison ci-dessous).
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9.1.2 Analyse des risques

D’'une maniére générale, la vérification / validation de méthode et la stratégie de
comparaison devront donner lieu systématiquement a une analyse des risques structurée,
hiérarchisée et suivie qui devrait tenir compte des éléments développés ci-dessous :

Etape 1: Analyse documentaire : valeurs usuelles, standardisation, etc...

Lors de l'intégration d’'un nouvel automate dans le laboratoire ou de nouveaux automates, il
est essentiel que le biologiste intégre dans I'analyse des risques permettant I'élaboration de
son plan d’expérience conduisant a la vérification / validation des méthodes, les données du
fournisseur et notamment les données issues du ou des dossier(s) de qualification réalisé(s)
par ce dernier. En effet, le fournisseur doit produire un rapport contenant les résultats des tests
effectués au laboratoire permettant de valider le bon fonctionnement de chaque analyseur
(tests de répétabilité sur les tests les plus sensibles...). La qualification est indispénsable avant
que le biologiste ne commence les dossiers de vérification / validation de méthodes, qui sont,
eux de sa responsabilité. Lors d’un déplacement d’automate, il est recommandé que le
laboratoire contacte le fournisseur pour évaluer 'impact du déplacementzavec lui.

Etape 2 : Le choix des examens

Analyse des risques : qu’est ce qui a changé ? - Se focaliser=sur ce qui est modifié (cf.
Exemples dans le tableau au §9.1.3)

En initial, de maniere générale, tous les paramétres sont évalués, sauf cas particuliers
argumentés (par exemple allergie, ...).

Dans le cadre d’'un déménagement d’automate;llrest possible de choisir tous les paramétres
ou de choisir un ou plusieurs parametres représentatifs (sentinelles) en particulier.

Dans le cadre d’'une comparaison d’autormates, si le laboratoire choisit de limiter les
parameétres a explorer il s'assure que les examens choisis sont représentatifs de : 'ensemble
des systémes de pipetage (mono et multi réactifs), des températures d’incubation utilisées,
des systemes de mesure (par-exemple différentes longueurs d’ondes utilisées pour les
lectures) et des principes réactionnels. Pour des caractéristiques équivalentes le choix entres
parameétres prendra en compte également la criticité et la fréquence de I'examen.

Dans le suivi au long’cours, Il est possible de choisir tous les paramétres ou de choisir un ou
plusieurs paramétres représentatifs (sentinelles) en particulier.

Etape 3 ; Outilg?utilisés pour la validation et le suivi
- CIQ
La stratégie est a définir pour le choix des CIQ pour chaque examen.
L'analyse des résultats de CIQ par rapport aux bornes des CIQ (fournisseurs ou tiers) en
s’assurant de détecter des dérives et des décalages.

- EEQ ou méthode alternative
Une analyse des résultats d’EEQ par confrontation aux groupes des pairs est réalisée.
S’il 'y a pas d’EEQ, le laboratoire doit mettre en ceuvre d’autres moyens afin de démontrer
sa performance en matiére d’exactitude. (Cf. 9.6.1.4 et Article D.6221-20 code de la santé
publique.)

- Moyennes mobiles patients si pertinent et possible (cet outil peut étre difficile a utiliser
pour les automates en établissements de soins)
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Etape 4 : Critéres de performances (exemples dans le tableau au §9.1.3)

Le laboratoire pourra choisir un ou plusieurs criteres de performances : performances
analytiques (répétabilité/reproductibilité, nombre de points de CIQ rejetés, efforts de
calibration, robustesse du parametre (sigma), interférences, contaminations etc....) selon leur
disponibilité et leur facilité d’obtention notamment si I'‘équipement bénéficie d’un logiciel dédié
aux contréles qualité.

Etape 5: Modalités de comparaison en initial
- Matériels : CIQ, EEQ, échantillons patients, échantillons surchargés ...

- Paramétres : en initial, de maniére générale, tous les paramétres sont évalués,-sauf
cas particuliers argumentés (par exemple allergie, ...)

- Le nombre et les niveaux d’échantillons : Une réflexion doit étre initi€e pour que le
laboratoire s’assure de couvrir la gamme de mesures, lorsque nécessaire,’pertinent et
possible. D’autres facteurs sont notamment pris en considération’:

e Les linéarités haute et basse qui sont fixées (bridées) par le logiciel de
'instrument,

e Les volumes d’échantillon disponibles (LCR, pédiatrie),

e La conservation des échantillons (Gaz du safg);

e La variété et le nombre d’échantillons disponibles selon le recrutement et la
patientele (age, sexe, pathologie, ...),

e Les valeurs des ratio signal /seuil pour les techniques semi quantitatives
avec un cutt-off, type sérologie/ou les valeurs proches des seuils de
décision clinique,

e Analyse critique en termes jde suivi cinétigue pour les examens, type
marqueurs, séroconversion; ...

o Etc...

- Les outils statistiques : la comparaison de méthode ou de systéme analytique a pour
but de permettre linterprétation et la prestation de conseil pour le diagnostic, et le suivi
des patients:

En fonction des différentes situations (circonstances, comparaison en initial ou en phase de
suivi), les.méthodes statistiques a privilégier sont différentes. Le tableau ci-dessous reprend
guelgues exemples non exhaustifs :
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Nouvelle méthode introduite
au laboratoire

Phase de suivi - méme
méthode utilisée sur 2
équipements ; Méthode
récente sur un des
équipements

Echantillons : n <30

Phase de suivi et en initial -
méme méthode méme
équipement selon un facteur

d’influence (Ex Pneumatique) ;

Echantillons : n <30
Phase de suivi - méme
méthode utilisée sur 2
équipements ; Méthode

éprouvée (analyse de tendance

along terme)

Echantillons : n 2 30

Phase de suivi - méme
méthode utilisée sur plus de 2
équipements ;

Méthode éprouvée (analyse de

tendance a long terme)
Echantillons : n 2 30

Phase de suivi - méme
méthode utilisée sur plus de 2
équipements ; Méthode
éprouveée.

Résultat patients et EEQ passés en
double sur ancienne et nouvelle
méthode.

CIQ,

Comparaison de moyenne par
niveaux de contrdles.

Série appariée de résultat patients :
étude des différences

ciQ,

Comparaison de moyenne par

niveaux de contrdles ou de patients.

ClQ,
Comparaison de moyenne par
niveaux de contréles ou de patients

EEQ, résultats patients a controler
Moyenne de CIQ par niveaux

Valeur couvrant (si possible) la
gamme de mesure

Distribution normale a vérifier*
Variances non différentes

Valeur couvrant (si possible) la
gamme de mesure ;
Distribution normale

des différences a vérifier *

Si n = 30 I'hypothése de
normalité n’est plus nécessaire

Si n 2 80\ hypothése de
normalité n’est plus nécessaire

Distribution normale a

vérifier* sauf sin = 30

Le facteur d’étendue est
fonction du

nombre d’analyseur, il doit étre
capé pour interprétation
médicalement justifiée.

Diagramme des différences / des rapports / de BLAND
ALTMAN

Régression linéaire (et non corrélation)

Comparaison des moyennes./ Test t de Student

Aprés Comparaison des variances / Test f de Snedecor ou
Fisher-Snedecor 2

Si n trop petit ou normalité non vérifiée tests non
paramétriqués test de Wilcoxon

Testrdesdifférences

” Comparaison des moyennes / test t de Student QU

Comparaison de la différence aux limites de suivi norme 1ISO
5725-6 :1994 : 2.8 écart-type du CV de reproductibilité
consolidé (a minima le CV le plus péjoratif, CV90 ou CV50, CV
élargi...)

Analyse des variances par niveau de CIQ
Comparaison au f de la variable de Fischer-Snedecor

Comparaison de la différence aux limites de suivi norme ISO
5725-6 :1994

Différence exprimée par n automates : Vmax-Vmin

1) a la premiére étape, on compare la différence obtenue au
2,8 SD du CV de reproductibilité consolidé

2) si premiére étape n'est pas validée, on utilise le facteur
d'élargissement du tableau de la Norme 5725 a la place du
2,8. Par exemple pour 4 systémes comparés le facteur
d'élargissement est a 3,6 alors Vmax- Vmin inf ou égale a 3, 6-
x SD (Cf. Tableau 1 — Facteurs d’étendue critique)

3) Troisieme étape, si I'étape 2 montre un résultat supérieur au
facteur d'élargissement x SD, rechercher l'impact clinique
(TCL, RCV ETa etc)

*Pour vérifier la distribution normale le laboratoire peut utiliser 'aspect des histogrammes ou des tests tel que le coefficient d’aplatissement ou le coefficient d’asymétrie
facilement accessible sur Excel.
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Etape 6 : Modalités de comparaison en_continu (confirmation au long cours) et
indicateurs de suivi

- Matériels : CIQ, EEQ, échantillons patients, échantillons surchargés

- Parameétres : en fonction de I'analyse des risques, dans le suivi au long court, Il est
possible de choisir tous les paramétres ou de choisir un ou plusieurs parametres
représentatifs (sentinelles) en particulier : criticité clinique, robustesse des méthodes,
représentativités des techniques analytiques (cf. Tableaux d’exemples ci-dessous)

- Outils statistiques : (cf. tableau ci-dessus de I'étape 5). La mise en ceuvre d’un suivi
continu de la comparabilité pourra étre réalisé de différentes maniéres ou de plusieurs
maniéres complémentaires :

e Comparaison de point & point par couple de systemes (Norme 5725-6"84.1.2)

Comparaison de n systemes (5725-6 85.2)

Comparaison de 2 moyennes de CIQ

Comparaison du nombre de points de CIQ “rejetés” ou tepassés

Comparaison des résultats de justesse (CIQ) et d’exactitude (EEQ)

Comparaison de résultats de patients

Le choix d'une méthode ou de la combinaison de plusieurs méthodes dépend des moyens
dont dispose le laboratoire et de la puissance statistique de:chaque méthode.

En cas de différence analytique significative, 'absence de différence cliniquement significative
doit étre mise en évidence a l'aide d’un critere sélectionné, par exemple, conformément a la
hiérarchie de la conférence de consensus de Milan (2014) :

1- Approche clinigue

2- Approche variation biologique (RICOS, EFLM biological variation database)

3- Approche état de I'art qui répertorie les performances actuelles des automates.

- Autres indicateurs-desuivi
¢ les analyses rétrospectives de la fréquence des études d’'impact avec impacts
clinigues significatifs,
e |a détection des tendances,
e _le.monitoring des performances en lien avec I'évolution des besoins des
usagers...

La comparabilité en continu s’inscrit également dans le cadre du suivi des indicateurs. La
fréquence du suivi des comparabilités repose sur une argumentation documentée. Sa mise en
ceuwre réguliere est en adéquation avec la pertinence clinique et avec le risque sur les résultats
pour le patient.

Une dérive peut amener a remettre en cause l'analyse des risques et a prendre les mesures
efficaces pouvant conduire a la révision du DVM.
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Tableau 1 extrait du §5.2.2.1 de la norme NF ISO 5725-6:1994

Tableau 1 — Facteurs d'étendue critique, f(r)

n fin) n fin)

2 2.8 25 5.2

3 33 26 52

4 3,6 27 5,2

5 3,9 28 5.3

6 4,0 29 53

7 472 30 5,3

8 4,3 31 53

9 4,4 32 53

10 4,5 33 5,4

n 4,6 34 54

12 4,6 35 5.4

13 4,7 36 5.4

14 4,7 37 5,4

15 4.8 38 5,5

16 4.8 39 55

17 49 40 55

18 49 45 56

19 5,0 50 56

20 5,0 60 58

21 5.0 70 59

22 5.1 80 59

23 5,1 90 6,0

24 5.1 100 B6:1
NOTE — Le facteur d'étendue critique f(n)5 estle fractile
95 % de la distribution de (¥, — ¥4} /o 0U X, B X
sont les valeurs extrémes dansun &chantillon de taille »
d'une distribution normale d'écarttypea.

Note 1 : Les criteres de comparaisons analytiques basés sur l'utilisation de I'écart type ou le CV
nécessitent une attention particuliere_ear plus I'écart type choisi est faible plus I'hypothése
d’absence de différence significativeest difficile a obtenir. L’utilisation d’un critére trop restrictif
ou peu adapté pourrait conduire-a un nombre important de “fausses” alertes sans pertinence

significative.

On peut par exemple utiliserrun CV long terme ou un CV 90 (CV au 90iéme percentile d’'un groupe

de pairs).

Note 2 :<Moyens pour détecter et suivre les performances analytiques : Comparaison des
performances analytiques des analytes (par exemples : CV, biais, Eta Erreur Totale admissible,

Sigma, incertitude, fréquence de calibration.)

CV - Graphique multi-instruments
BLOOD - EOSINOPHILS ; Période: 2020-04-21 - 2021-05-21

2

LE - - — /_,H\___ _ . —

2

BLOOD- EOSINOPHILE
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Les objectifs de performance retenus par le laboratoire devraient étre cohérents par rapport aux
besoins du clinicien afin de garantir une prise en charge adaptée du patient dans le contexte.
Des approches basées sur 'erreur Totale admissible, le RCV (référence change value), le TCL
(Total change Limit) ou d’autres peuvent étre choisies en fonction des cas de figure et de leur
pertinence.

Note 3 : Exemple simple de suivi de la comparabilité de plusieurs automates.
Cette méthode simple est basée sur les CIQ en mettant en place (carte de contrdle ou logiciel)
des limites acceptables communes aux différents analyseurs qui réalisent 'examen.

Etape 1 :

- Détermination des limites acceptables : la différence entre les valeurs des points de
CQl de deux systémes pour un examen ne doit pas dépasser 2,8 SD-obtenus a I'aide
d’'un CV consolidé.

- Lavaleur maximale — la valeur minimale est inférieure a 2,8 x SD (NF ISO 5725-6:1994)
(cette valeur ne pourra en aucun cas dépasser les limites de cencordance clinique telle
que I'Erreur totale admissible, TCL, RCV etc...).

- Mise en place sur la carte de contréle ou au niveau du logiciel de suivi des CQ de la
moyenne et des limites basses et hautes des CQI.

- Point de vigilance : Naturellement I'écart type choisi-doit étre adapté au suivi des
performances analytiqgues sans mettre en périlfa-capacité de détection de tendance.
Par exemple si les points de CQ évoluent Constamment au-dela de 1 écart type de
I'objectif commun.

- Sécurité : Lorsqu’une confrontation”aux groupes des pairs est disponible, il est
recommandé de confirmer ces valeurs'avec celles du groupe des pairs (moyenne
sensiblement identiques, Ratio.desCV inf a 1,5 par exemple et z-score)

Si le suivi de la comparabilité<se fait sur plus de 2 systémes réalisant un méme examen, un
facteur d’élargissement _pourra” étre utilisé en seconde intention (NF ISO 5725-6:1994 CH
5.2.2.1 tableau 1)

Extrait :

Pour 3 systemes 3,3

Au niveau desvaleurs de CQlI, la différence Vmax — Vmin est donc significative si elle dépasse
3,3 X écartstype.du CV de fidélité intermédiaire réel.

Pour 4 systémes 3,6

Pour 5 systéemes 3,9

Pour 6-systémes 4,0 et pour 7 systemes 4,2 etc.

La’'méme vigilance est a apporter au calcul de cette valeur limite, en veillant a ce que cet objectif
soit inférieur a l'indicateur d’impact clinique potentiel. Par exemple en se limitant aux bornes du
fournisseur du CQI.

Etape 2 :
o Lafréquence de suivi de la comparabilité des résultats patients réalisés sur
plusieurs systemes analytiques est conditionnée par la criticité biologique du
parameétre, de sa « capabilité » ou robustesse et les contextes particuliers.
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Exemple conforme :

o Le suivi peut ensuite se faire directement sur le Levey-Jennings :
L’ensemble des points de CQI évoluent a l'intérieur de ces limites et aucune
moyenne n’évolue au-dela de 1 écart-type.

Exploitation des contréles de qualité

A\ 6Ly [J ey
Pl@ & (33|
1 [ WA | l |
a2l MK 4 R ot ~ yaal |
AT N T \ I\ I
: 1 S A | - — 1 = a L %\L‘ e
B S gl 2 Wi / ] iy h—ofr W il ple—ssge oy
1 k. R N4
QR
] o ces rmore e pacan e 1o 1,018 0,02 1965 a7 1,01 0,005 0.53 0.597 0307
A e a A 1.01 0.02 1.98 91 1.012 0.01 0.98 0.217 0526

Etape 3 : Utilisation de la stratégie du cansensus de Milan en cas de dépassement pour la
recherche de I'étude d’impact clinique appliquée aux dossiers patients concernés.
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9.1.3 Stratéqgies de comparaison lors de l'intégration/changement de nouveaux automates et de déplacement avec démontage

ou impact technique

Intégration/changement de nouveaux
automates (*)

Exemple : ajout d’un nouvel automate au sein
d’un parc d’automates pré-existant

Déplacement avec démontage ou impact
technique prévisible (*)

Exemples : déplacement d’automate
nécessitant un démontage ou déplacement
considéré comme critique a confirmer avecie
fournisseur

Déplacement sans impact technique (*)

Exemples : déplacement d’automates pour
EBMD ou déplacement sur roulettes

Etape 1
Analyse documentaire

Analyse des données bibliographiques et données fournisseurs, notamment les différents Systémes de pipetage, de mesure, les différents
types de techniques mise en ceuvre, la criticité médicale des paramétres et les performances ...

Comprendre I'approche des fournisseurs pour la détermination des cut off pouriles)techniques avec ou sans zone grise (sérologie, biologie

moléculaire)

Gestion du changement a réaliser dans tous les cas

Etape 2
Choix des examens

En validation initiale : tous les paramétres

En validation au long cours : sur tous les
parameétres ou sur un échantillonnage
représentatif établi par une analyse des risques

Tous les parametres-font I'objet d’'une analyse
des risqueszsurdous les parameétres ou sur
un échantillonnage représentatif établi par
I'analyse des risques

Du fait des connaissances antérieures acquises
quant aux performances du (des) automate(s),
les essais peuvent étre réalisés sur un
échantillon représentatif de parameétres établi
sur la base d’'une analyse des risques (exemple
un parametre par module et par méthode,
parameétres les plus critiques, ...).

En validation au long cours : sur tous les
parameétres ou sur un échantillonnage
représentatif établi par une analyse des risques

Etape 3
Ouitils utilisés

Cf. les étapes 3 et 5 de I'analyse-des risques ci-dessus.
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Avant mise en production : Avant mise en production : Avant mise en production :
- Répétabilité (n=10 a 30 sur 2-3 niveaux - Répétabilité (n=10 a 30 sur 2-3 niveaux - Répétabilité par le fournisseur ou le
disponibles, le nombre de répétition a réaliser | disponibles, le nombre de répétition a réaliser | laboratoire (n=10 a 30 sur 2-3 niveaux
sera fonction de l'activité du laboratoire) sauf sera fonction de I'activité du laboratoire) disponibles, le nombre de répétition a réaliser
pour les paramétres dont les données de - Reproductibilité : n=15 au minimum, 2a 3 sera fonction de-l'activité du laboratoire).
répétabilité ont été recueillies dans le dossier niveaux selon analyse des risques (volume,
de qualification par le fournisseur si disponibles | colt, conditionnement du réactif, délai ...) Le laboratoire devrait demander au fournisseur
- Reproductibilité : n=15 au minimum, 2 a 3 - Autres critéres de performance connus et les tests dequalification.
niveaux selon analyse des risques (volume, définis avant déplacement ne seront pas a
Etape 4 codt, conditionnement du réactif ...) refaire avant mise en production
Criteres de - Incertitude de mesure : méthode CQI/EEQ ou
performances CQI /étalon lorsque ces données sont

disponibles (alternative de premiére intention),
ou a défaut une estimation de l'intervalle de
confiance (2 x ET de reproductibilité)

- Si pertinent : contamination, limites de
détection, de quantification et limite supérieure

de linéarité, interférences, ... : selon analyse

des risques

*Comparaison sur la base d’échantillons Comparaisoh de méthode : nombre Comparaison de méthode si nécessaire selon

patients / CIQ / EEQ / autres (n =30 dans la représentatif'd’échantillons couvrant la I'analyse des risques : nombre représentatif
Etape 5 mesure du possible, sinon argumenter le gamme de mesures, résultats avant d’échantillons couvrant la gamme de mesures,

Modalités de nombre de comparaisons réalisées) avec déménagement/aprés déménagement sur | résultats avant déménagement/apres
comparaison en initial | résultats de l'automate reférent ou autre la bas€ d’échantillons patients / CIQ / EEQ déménagement sur la base d’échantillons
stratégie de comparaison (voir chapitre patients / CIQ / EEQ

spécifique : étape 5 de I'analyse des risques)

Comparaison des performances analytiques a long terme comme :
Parametres statistiques de suivi deés EEQ*(Inexactitude)

Etape 6
Comparaison en Justesse
pare Calcul des incertitudes de mesure
continue ;
- Comparaison des CV
Et Suivi de Comparaison des “meyennes patients mobiles”, si pertinent
performances P y P ,SIP

Comparaison du nombre de calibrations, du nombre de points de CQ rejetés (DPMO) ...
(Cf chapitre étape-6.analyse des risques)

(*) Dans l'urgence, lors d’un échange standard d’automate (remplacement par un automate identique en tout point) ou lors d’un déplacement d’automate, les étapes 2 et 4
peuvent étre décalées dans le temps;en choisissant selon une analyse des risques pertinente (basée sur 'expérience) les parameétres et criteres de performances a valider en
premier intention : choix des parametres sentinelle et sensibles, critéres de performances les plus critiques (répétabilité et comparaison sur des parameétres les plus sensibles
et/ou les plus critiques...)
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9.2 Cas d’une vérification/validation d’'une méthode intégrant une matrice
rare

9.2.1 Principe

Le principe est de commencer par une analyse de I'impact de cette matrice « rare » par rapport
a la matrice qui a fait 'objet de la vérification initiale.

Si les caractéristiques physico-chimiques ou autres (viscosité, pH...) de cette matrice
n’influencent pas directement le principe de méthode et que la gamme de mesure est
comparable, il n’est pas utile de refaire de maniére exhaustive le dossier expérimental.

Le laboratoire est alors amené a réaliser les vérifications adaptées pour compléter la
vérification initiale. Par exemple, le laboratoire effectue un test de répétabilité et compare la
performance de cette répétabilité aux résultats obtenus au moment de la vérification(initiale.
En 'absence de différence significative, les liquides sont considérés comme comparables.
Dans le cas des matrices dont la rareté ne permet pas d’effectuer la totalité des’vérifications,
le laboratoire peut choisir de compléter son dossier de vérification au fur ‘et a.mesure du
déroulement de son activité.

Il s’agit par exemple :

- d’'une étude des interférences qui est réalisée a 'occasion de certains prélévements
particulierement chyleux ou hémolysés,

- d’'une étude de la contamination qui est réalisée a{accasion de I'obtention de certains
spécimens aux concentrations particuliérement élevées:

Sans changement du principe de méthode (points”de calibration, prise d ‘essai, ...) le
laboratoire revendique une portée identique a<celle de la vérification / validation initiale.

Si le laboratoire est amené a faire june “préparation du prélévement pour que les
caractéristigues de la matrice sojent:équivalentes a celles de la matrice validée
précédemment, le laboratoire réalise”les vérifications appropriées de sa méthode de
préparation. C’est le cas par exempleAd’une dilution de liquide de ponction, d’'une extraction
d’acide nucléique ou d’une fluidification d’expectoration.

Une vérification préalable du-prétraitement devrait étre réalisée, par exemple en utilisant des
échantillons de concefitration connus enrichis avec l'additif, ainsi qu’une surveillance
particuliere continu de maniere a objectiver 'absence d’influence du pré-traitement sur I'étape
de mesure.

Comme ces préparations ne constituent pas a elles seules une méthode, qu’elles ne sont pas
spécifiques/\d’dne famille et qu’elles ne fournissent pas de résultats, elles n'impliquent pas
systématiguement le passage d’une portée flexible standard (portée A) en portée flexible
étendue (portée B).

Toutefois, le laboratoire met en place les dispositions adaptées pour que la possibilité de
préparer ces spécimens soit intégrée dans le cadre de la gestion de la portée, par exemple
dans la procédure de validation/vérification des méthodes.

9.2.2 Exemples de matrices rares

1) Examen quantitatif : dosage des protéines dans le liquide ascite
2) Examen qualitatif : estimation des cellules et recherche et identification des cristaux
dans le liquide articulaire.

e Liguide céphalo-rachidien :

Méme viscosité que les urines, concentrations attendues du méme ordre de grandeur que
dans les urines. Des CIQ sont disponibles.
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e Liquide amniotique :

Il a méme viscosité que les urines, les concentrations attendues sont fonction des parametres
a doser. La stratégie de CIQ est a argumenter en fonction des concentrations attendues des
mesurandes.

e Liquides de dialyses :

Si les caractéristiques physico-chimiques des liquides de dialyse se rapprochent de 'urine, les
valeurs recherchées sont proches de celles du sang. Par conséquent, il est |égitime de
comparer les criteres de performance (CV) obtenus sur liquides de dialyse avec ceux obtenus
dans le sang.

e Liquide d’ascite, pleural ou péricardique :

Ces liquides ont les mémes caractéristiques que le sang.

e Liquides articulaires :

Compte tenu de la viscosité importante de ce liquide par rapportiati_serum, I'impact sur le
pipetage devrait étre maitrisé. La répétabilité permet d’estimer{impact de la viscosité.

Les concentrations (glucose, protéines, acide urique) sont/du méme ordre de grandeur que
celles mesurées dans une matrice sanguine.

e Liquide péritonéal :

La viscosité se rapproche de celle des urines:<Le laboratoire vérifie si les concentrations
mesurées sont de I'ordre de celles mesurées dans le sang (ce qui n’est pas le cas d’un liquide
de dialyse ou d’ascite).

L’absence d’'impact de la viscosité est yérifiée a I'aide d’une répétabilité dés lors que les
criteres de vérification de méthode sont proches de celles constatées dans le sérum.

e Liquide de kyste ;

La viscosité sembleun—élément qui impacte significativement la prise d’essai. Les
concentrations (amylase par exemple) sont parfois en dehors des limites de linéarité. La
vérification deyrait-étre particulierement soignée au regard de ces risques.

9.2.3 “Exemples de moyens pour vérifier/valider une méthode intégrant une
matrice rare

e~ 3 moyens non spécifiques :

Rappel : dans le cas ou une étape de préparation de I'échantillon est nécessaire, la vérification
couvre 'étape de préparation de I'échantillon.

o «Approche par dilution »: afin de vérifier 'absence d’effet matrice (par
exemple pour valider des matrices riches en inhibiteurs, sur une matrice rare
contenant naturellement l'analyte a mesurer) - Procéder par dilutions
successives d’un échantillon avec une autre matrice, typiquement celle pour
laquelle la méthode est déja validée et dont I'effet matrice est absent. L’objectif
étant de faire progressivement tendre la composition de la nouvelle matrice
vers celle de la matrice documentée. Aprés dosage des échantillons dilués, en
tenant compte du facteur de dilution et aprés vérification de I'effet de la dilution
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(par exemple dilution au ¥2 = résultat au %2), en tracant la fonction reliant la
concentration mesurée a la concentration théorique doit étre une droite de
pente 1 (0,8 a 1,2). Cette approche est toutefois limitée par la sensibilité de la
méthode a valider et est conditionnée par une différence de concentration de
'analyte entre I'échantillon de la matrice a valider et I'échantillon servant de
diluant.

o « Méthode des ajouts » : Procéder par ajout successifs, sur une matrice
vierge de l'analyte a mesurer d’étalon de concentration connue et vérifier que
I'on retrouve la concentration attendue avec une différence acceptable (biais
défini avec matrice de référence).

o « Méthode par étalon interne » (utilisable notamment en chromatographie
couplée a la spectrométrie de masse ou I'étalon interne est untanalogue
deutéré au comportement chromatographique identique .a<.l'analyte) » :
Procéder par ajout successifs, dans la matrice a étudier;.de:concentration
connue d’étalon interne et vérifier que I'on retrouve la concentration attendue
avec un différence acceptable par rapport a la matrice de référence. La limite
conventionnelle de recouvrement est de +/- 20%.

e Technigues de pharmacologie et de toxicologie :

En dehors des méthodes citées plus haut, d’autres méthodes peuvent étre utilisées
durant la phase de développement deda-méthode de dosage :

o Méthode par infusion/post-colonne (chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse)”: Cette approche consiste a infuser en continu
lanalyte en paralléle de l'analyse chromatographique d’une matrice vierge
extraite. Cettesméthode permet de visualiser sur le chromatogramme une
baisse ou-Une~augmentation de la «ligne de base » qui indique une
suppression/ou une augmentation de l'ionisation de I'analyse en raison de la
présence d’interférents co-élués. L’objectif est de vérifier que les modifications
de la lighe de base ne se trouvent pas a proximité du temps de rétention de la
molécule a doser. Cette méthode permet en outre d’apporter les modifications
appropriées a la méthode chromatographique pour limiter I'influence de I'effet
matrice.

o Méthode par dopage post extraction : Méthode consistant a comparer la
mesure des concentrations d’un échantillon de la matrice vierge a étudier dopée
aprés la phase d’extraction avec une référence (un solvant de comportement
neutre également dopé).

o Un exemple plus détaillé sur le calcul des rendements d’extraction, effets
matrices et performances du processus d’extraction est développé ci-
aprés au 89.2.5
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DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte/Mesurande :

Principe de la Méthode :

Chimie : AMYLAS AU CT GLU LDH PT TG Urée
FR

Marqueurs tumoraux : ACE AFP CA125 CA
153 CA199 PSA

Technigue sur automate R

Type d’échantillon primaire :

Liquide articulaire + pleural + ascite

Type de récipient, additifs :
Prétraitement de I’échantillon :

Aucun additif
Traitement en cas de liquide visqueux<
Hyaluronidase poudre :
- Référence H3884 fournisseulr
- Aconserver a-20°C

Prétraitement pour layiscosité :
- Recueillir le liguide dans un tube a
hémolyse
- Mettre une< pointe » de poudre
- Laisseragir pendant 30 minutes sous
agitation
£ \Centrifuger 10 min & 2000 tours/min

Unités :

ldentigue a celles du sang

Critéres d’interprétation :

Données bibliographiques
(notamment d’aprés Grancher et al. Editions

BioMérieux 2006)
Marquage CE (Oui/Non) Oui
Codage C.N.Q. (s’il existe) : /

Equipement (instrument, analyseudretc.) :
Référence du réactif :

Analyseur 1, Analyseur 2 et Analyseur 3
Idem sang

Matériau d’étalonnage (références) :

Idem sang

Type d’étalonnage, nombre de niveaux et
valeurs :

Idem sang

Explicationidu lien de la matrice rare avec la matrice habituelle

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) :
LIQUIDES DE PONCTION
La matrice des LIQUIDES (articulaire, ascite et pleural) n'est pas reconnue par le fournisseur ROCHE ; la
validation de méthode reste néanmoins en portée A (comme le SANG) car le laboratoire s'est assuré de la
méme couleur, méme viscosité et méme pH que le sang :
- pour la couleur : pas ou peu de différence avec le sang
- pour la viscosité : un pré-traitement pour les liquides visqueux est réalisé a l'aide de HYALURONIDASE

(cf chapitre "DESCRIPTION DE LA METHODE")

- pour le pH : il est sensiblement le méme que le sang (1 a 2 de différence maximum) et le pré-traitement
par la HYALURONIDASE n'influence pas ou peu le pH
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Glucose LDH Protéines

Liquide | Liquide | Liquide | Liquide | Liquide | Liquide | Liquide Liquide Liquide

Articul. Ascite Pleural Articul. Ascite Pleural Articul. Ascite Pleural

Glucose | Glucose | Glucose LDH LDH LDH Protéine | Protéine | Protéine
N 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Moyenne 1,78 1,22 0,82 294,27 | 4069,73 | 786,73 43,56 50,59 42,41
CV calculé 0,6 0,7 0,7 0,5 2,3 0,4 0,5 0,5 0,6
Critére 4,1 4.1 4.1 4,9 4,9 4,9 2,3 2,3 2,3
EFLM
Acceptation OK OK OK OK OK OK OK OK OK

La répétabilité des parametres biochimiques et marqueurs tumoraux dans les liquides
(articulaire, ascite et pleural) est inférieure aux données de la EFLM pour le sang.

Extrait d’'un exemple d’effet matrice (méthode de dilution pour les protides)

PROT [g/l] ali:t\ci;pz;ote Cw EFLM Différence significative
1,65 2,8 9
Sang 1 Lig Sang 2 Sang 3
I?our Articulaire l?our Lig. AScite I?our Lig. Pleural
meélange meélange mélange
Dosage Pur 46,1 50,2 42,4
Mélange
Sang + Lig 745 61.2 74,7 623 72,4 57,8
% effet 1% 0% 1%
. Pas d'effet Pas d’effet Pas d’effet
Conclusion matrice matrice matrice

Les performances des dosages de protides dans le liquide articulaire, le liquide d’ascite et le
liguide pleural sont comparables-a celles du sang. Aucun effet de matrice n’est retrouvé pour
les protides dans ces matrices:

Exemple d’incertitudes-de mesure
Dans le cas du doesage des protides, les performances d'incertitude de mesure sont assimilées

a celles dusang car les domaines de mesure sont équivalents (cf. rapport de chaque
paramétre-dans le sang).

9.2.5 Guide pour le calcul des rendements d’extraction, effets matrices et
performances du processus d’extraction.

3 préparations différentes sont a réaliser (le volume final doit étre identique)

A : Dopage des molécules d’intérét et des étalons internes dans la phase mobile (si possible).
B : Extraction de la matrice puis dopage des molécules d’intérét et des étalons internes.
C : Dopage des molécules d’intérét et des étalons internes dans la matrice puis extraction.

Pour 'estimation finale, chaque série est réalisée au moins 5 fois, plusieurs quantités sont
habituellement testés (idéalement faibles, moyennes et fortes). Les séries sont a reproduire
en condition de répétabilité ou de fidélité intermédiaire en fonction de la robustesse a priori de
la méthode.

SH GTA 04 - Révision 02 62/168



Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

Le rapport Se/Sa = effet matrice

Le rapport S¢/Sg = rendement d’extraction

Le rapport Sc/Sa = performance du processus (parfois estimé a I'aide des deux précédents
calculs)

Les signaux S a utiliser sont souvent les aires chromatographiques des molécules d’intéréts
An pour des rapports non normalisés ou les réponses instrumentales (An/Ag) pour calculer les
rapports normalisés.

Si I'étalon interne est un analogue isotopique, il est inutile de calculer ses rapports propres.
S'’il ne s’agit pas d’un analogue isotopique, il peut étre utile de les étudier pour choisir le
meilleur candidat étalon interne.

9.3 Cas d’une modification de méthode (non liée a I'’étape de mesure ou
relative au matériel) pouvant impacter I’étape de mesure.

Dans le cadre des modifications non liées a I'étape de mesure et celles relatives,au matériel
annexe (cf. SH REF 08), des réflexions sont & mener pour déterminer si lamodification impacte
ou pas la phase analytique et donc la nature de la portée flexible (A ouB)qui s’applique.
Dans un premier temps, le laboratoire établit une analyse des risques liéea cette modification.
Cette analyse aboutit a la détermination des moyens appropriés.aJnettre en place afin de
maitriser ce changement.

Dans un second temps, il met en ceuvre les moyens appropriés, qui reposent sur des essais
et/ou une approche bibliographique.

Si, a l'issue de la mise en place de ces moyens, le laboratoire met en évidence un impact sur
I'étape de mesure, la modification est alors considérée’comme une adaptation de la méthode
et le laboratoire se doit de revendiquer une partée B (cf. logigramme ci-dessous).

Hypothése :
Larméthode employée est une
meéthode reconnue

l

Mesure des performances avec la(les)
modification(s)

Performances conformes aux Performances non conformes aux
spécifications connues spécifications connues
A 4
Con.flrmiltlon de I'hypothese : Infirmation de I'nypothése :
La matrice n’influence pas la méthode La méthode est impactée par la
matrice
\ v
Portée A Portée B
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9.3.1 Exemple d’une analyse des risques pour un automate sans réactif dédié

Rappel : selon le réglement européen 2017/746 relatif aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro, le laboratoire
doit justifier de la mise en service d'un dispositif modifié. Il doit justifier dans sa documentation que les besoins
spécifiques du groupe cible de patients ne peuvent pas étre satisfaits ou ne peuvent pas étre satisfaits ou ne peuvent
I'étre au niveau de performances approprié par un dispositif équivalent disponible sur le marché.

La premiére étape consiste a déterminer les moyens a mettre en ceuvre pour maitriser le
changement de réactif.

Examen :
Dosage du Méthotrexate

Description de I'adaptation ou du développement entrepris :

Description du Méthode utilisant un couple automate / réactif de deux fournisseurs différents.

contexte de
I'exemple
choisi

Justification de I'adaptation ou du développement entrepris”:

Le fournisseur n’ayant pas commercialisé de réactif, il préconisel'utilisation de réactifs adaptés
pour fonctionner sur 'automate. Le réactif est marqué CE.et Yautomate également. La méthode
de lecture des densités optiques réactionnelles est simplement automatisée sur 'automate. Le
réactif ne subit aucune transformation et conserve=donc toutes ses caractéristiques.
L'utilisation a bord de 'automate est paramétrée ‘en-fonction des données de la fiche technique
du fournisseur de réactif, (conservation, stabilit€;.ration réactif / échantillon, etc.)

Analyse des risques, liée & ce réactif

. . Applicable a I'exemple (Oui/Non), Impact
Risques pote&tl si oui, merci de préciser les raisons | Min / Maj

Dans le cadre du changement proposé:dans cet exemple, le risque que

le personnel qui élabore et conduit'le plan de validation ne dispose pas

d'une compétence spécifique-et.ne=soit pas en nombre suffisant est-il non

avéré ?

Dans le cadre du changémentproposé dans cet exemple, le risque que

le personnel qui met“eén ceuvre les tests de validation ne dispose pas

d'une compétence \spécifique et ne soit pas en nombre suffisant est-il non

averé ?

Dans le cadre du changement proposé dans cet exemple, le risque que

le personnelgui approuve les performances de la méthode ne dispose

pas d'une gompétence spécifiqgue et ne soit pas en nombre suffisant non

est-il averé ?

Dans le cadre du changement proposé dans cet exemple, le risque que

le personnel qui met en ceuvre la méthode ne dispose pas d'une

compétence spécifique et ne soit pas en nombre suffisant est-il avéré non

”

g " Applicable a I'exemple (Oui/Non), Impact
Risques potentiels si oui, merci de préciser les raisons | Min / Maj

Oui
Tests de précision, de justesse et de

Dans le cadre du changement proposé dans cet exemple, le risque que | corrélation avec la méthode de

les performances analytiques et cliniques du principe de mesure soient | référence a vérifier in situ — si | Majeur

impactées est-il avéré ? performances = celles fournisseur,
portée A, sinon, portée B (Cf.
logogramme plus haut)
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Risques potentiels

Applicable a I'exemple (Oui/Non),
si oui, merci de préciser les raisons

Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des

Min / Maj

Dans le cadre du changement proposé dans cet exemple, le risque que
le laboratoire ne dispose pas des ressources matérielles suffisantes
pour mener a bien son adaptation ou son développement est-il avéré ?
(Ex: acceés a la bibliographie, traitement statistique des informations, etc...)

Risques potentiels

Applicable a I'exemple (Oui/Non),
si oui, merci de préciser les raisons

Min / Maj

Dans le cadre du changement proposé dans cet exemple, le risque que
les performances des réactifs soient impactées est-il avéré ?
(Ex : pas d'appui sur fiches technigues, tests incomplets...)

non

Dans le cadre du changement proposé dans cet exemple, le risque que
I'emballage du réactif soit incompatible avec le systeme analytique est-
il avéré ?

Dans le cadre du changement proposé dans cet exemple, le risque que
la matrice de I'échantillon diminue les performances de la méthode est-
il avéré ?

(Ex : caractéristiques chimiques, physiques interagissant avec le principe de
mesure...

Risques potentiels

a I'exemple (Oui/Non),
rci de préciser les raisons

Min / Maj

Dans le cadre de votre exemple y-a-t-il un risque que I'environnement
ne soit pas approprié a l'adaptation ou au développement de/fa
méthode

(Exemple : Locaux inadaptés, moyens logistiques liés au managementdu projet
insuffisants, modalités de conservation, préparation des réactifsS et/ou
échantillons inadéquates, environnement du traitement ~des \:données
inapproprié, etc ...)

oui
En cas de requalification post-
intervention de l'automate, il faudra

vérifier le maintien de I'adéquation des
performances  du réactif  avec
I'automate.

Majeur

9.3.2 Extrait de DVM pour un.automate sans réactif dédié

9.3.2.1 Vérificdtions a effectuer

Les vérifications ontété déterminées au regard de lanalyse des risques réalisée
préalablement entenant compte en particulier des risques majeurs identifiés.

Jo

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du paramétre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :
Dosage du Méthotrexate

Processus simple X ; Processus complexe [J (nombre de sous-processus : ...)

DESCRIPTION DU PROCESSUS

Essais AINA o
14 - . o . Modalités de
Etapes et éléments a vérifier (argumentation) Bibliographie vérification/validation :
B/NA
Précision intra-lot : Répétabilité A* &
* Rep Répétabilité
Précision inter-lots : Fidélité intermédiaire et robustesse seront établies : o
autant que possible, les calibrations et les lots de réactifs seront modifiés et A* _—
Methotrexate A ! . Reproductibilié
les maintenances effectuées.
Variabilité inter opérateurs : Technique automatisée déja vérifiée par . D .
. - . P NA Variabilité inter-
ailleurs. Une action manuelle concerne le remplissage des cassettes réactif. opérateurs
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La variabilité inter-opérateurs est prise en compte dans la fidélité
intermédiaire et la maitrise des risques.
. . O
Justesse ; pas de CQI externalisé NA Justesse
. M
Exactitude A Exactitude
M
Sensibilité et spécificité analytique : Voir fiche technique B Sensibilité et spécificité
analytique
L’incertitude de mesure sera évaluée au regard des premiers résultats des ¥
EEQ puis revue ultérieurement aprés avoir obtenu un nombre de résultats A -
, h Incertitudes
d’EEQ suffisant
Etendue de mesure : Voir fiche technique + vérification des alarmes
automate si dépassement du domaine de mesure. M
_ ; . P PSR AB
Dilution automatique recommandée sera vérifiée (cf. préconisations dans la Etendue de mesure
fiche technique).
e o gpicall Gfchentions 8| x| comparasgide
p p méthodes
Les indices HIL (hémolyse, ictére, lipémie) sont mesurés systématiquement =
. . e e tia A D g e P NA >
pour chaque échantillon. Aucune spécificité liée a I'utilisation de ce réactif. Interférences
Aucune spécificité liée a I'utilisation de ce réactif. NA Contamination
Respect des recommandations fournisseur : ¥
' -Gpstlon automatisée des stocks ) B Robustesse et fiabilité
-Surveillance des températures de stockage par la centrale de température. P
L PR \ . : des réactifs
-Stabilité des réactifs a bord de I'automate gérée automatiquement.
e g . M
Valeurs de références : Voir fiche technique B Intervalle de référence
*Risques majeurs issus de I'analyse préalable

9.3.2.2 Exemple de conclusion

DECLAR@%(O\%APTITUDE
n

Les performances obtenues avec-ce réactif sont satisfaisantes au regard des performances
décrites par les sociétés savantes-et.au regard des méthodes similaires utilisant des couples
automates/réactifs dédiés. L'a portée A est justifiée.

Toute modification par rapport aux matériels et méthodes décrites dans ce dossier fait I'objet
d’'un complément/a’ce, dossier de vérification (par exemple en cas de changement de
composition duréactif ou de maintenance majeure sur 'automate).

Méthode conforme utilisée a partir du JJ/MM/AAAA
Autoriséepar : Dr BIO le jj/mm/aaaa

9.4 Stratégie spécifique de validation pour une méthode adaptée

Il est rappelé que les adaptations doivent se faire dans le respect de la
réglementation (exigences générales en matiére de sécurité et performances fixées dans
I'annexe |, article 5.5 du reglement européen 2017/746) ; elles ne sont privilégiées par rapport
a 'emploi de DM-DIV marqués CE que si le laboratoire démontre qu’elles sont justifiées par
un meilleur service médical.
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Approche chronologique
Le laboratoire peut développer une stratégie basée sur un plan de développement de la
méthode, caractérisé par I'approche chronologique suivante :
1) Privilégier une analyse des risques et documentaire (publications...) préalable toujours
dans le contexte d’utilisation clinico-biologique de 'examen ;
2) Définir les critéres de performance ou dispositions permettant de maitriser ces risques ;
3) Etablir les performances souhaitées pour ces critéres ;
4) Formaliser le protocole de validation, en veillant bien a ne pas se limiter au seul
contenu du SH FORM 43 en fonction de I'analyse des risques et documentaires ;
5) Faire les essais ;
6) Compléter 'analyse des risques de la méthode en fonction des résultats obtenus des
essais de validation.

Tous les paramétres de performances analytiques doivent étre appréciés en reflet) de

I'utilisation réelle de la méthode analytique. En effet, si un niveau de performance reguis n’est
pas obtenu, le laboratoire en tient compte dans son interprétation et sa prestation de“conseil.

9.4.1 Exemple de DVM pour une méthode adaptée

Adaptation du dosage du rétinol plasmatique par chromatographi€_@aquelle) (BM-BB02) par
rapport a la méthode du fournisseur en modifiant la calibration en 1 paint versus calibration en
6 points par dilution du calibrant fournisseur dans albumine et dilution au 1/2 systématique des
échantillons patients dans albumine.

1) Justification de I'adaptation de la méthode((au)regard des besoins des usagers : Le
laboratoire s’appuie sur la bibliographie fécente qui indique que la carence en vitamine
A correspond a un dosage inférieur a0,35ug/L et que la quantification d’'un surdosage
excessif est inutile. Ceci implique d’étre performant au seuil et de connaitre la limite de
quantification.

2) Le laboratoire établit les critéres de performance :

[X]1.Répétabilité

[x] 2. Fidélité intermédiaire

[] 3. Variabilité inter-opérateurs

[X] 4. Justesse

[x] 5. Exactitude

[] 6. Sensibilité\et:spécificité analytique
[x] 7. Limite<de_quantification

[x] 8. Incertitudes

[x}9. Etendue de mesure
[]'10..€omparaison de méthodes

[x] 117 Interférences

[x] 12.1. Contamination inter-échantillon
[] 12.2. Contamination inter-réactif

[x] 13.1. Robustesse

[x] 13.2. Stabilité

[X] 14. Intervalles de référence

[] 15. Discordances
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3) Les niveaux de performances sont spécifiques et ils sont justifiés.

Exemple : Le critére de performance de reproductibilité est égal a 15% ("15% R.S.D"),
issu de Peters FT et al. Validation of new methods. Forensic Science International 165
(2007) 216-224) car le CVw et CVg RICOS ont été déterminés chez des patients sains,

apres analyse des publications.

4) Le protocole est mis en ceuvre, y compris sur I'étendue de mesure :

Exemple :

ETENDUE DE MESURE

Limite supérieure de linéarité

Application de Peters FT et al. Validation. of-flew
methods. Forensic Science International \165 (2007)
216-224 et des recommandations duw/SH GTA04 rev 01:
* "Lower limit of quantification™\pour, la limite de
quantification: dilution successive:du €lQ level | dans de
I'Albunorm 5g/100 mL au 1710e}/1/12e et 1/15e et 10
déterminations de chaque niveau; criteres retenus CV%
et biais inférieurs a20%

Au 1/15eme, sait 0,10 wmol/L le CV obtenu est de 6,0%
et le biais moyen-de’ 12,3%. Aucun intérét clinique de
quantifier plus bas, la limite de quantification retenue est
donc de.0;10-mol/L

* "L'ewerlimit of quantification (LLOQ)" pour la limite de
linéarité :

1) Surcharge a 10 pmol/L a partir d'une solution
éthanolique d'alpha-rétinol a 1 mg/mL dans de
I'Albunorm 5g/100 mL (soit 5,7 pyL dans 2 mL)

2) puis dilution au 9/10e jusqu'au 5/10e dans de
I'Albunorm 5g/100 mL et 10 déterminations de chaque
niveau, critere retenus CV% et biais inférieurs a 20%

Pour la surcharge a 10 umol/L, le CV obtenu est de 6,5%
et le biais moyen de -6,1%. Aucun intérét cliniqgue de
quantifier plus haut (toxicité au-dela de 4,5 ymol/L), les
dilutions inférieures ne présentent pas de CV ou biais >
20%, la limite de linéarité retenue est donc de 10 ymol/L

Commentaire

Intervalle de mesure déterminé : 0,1 & 10 ymol/L

Conclusions

Caractéristiques analytiques compatibles avec les
pratigues du quotidien, convient aux besoins du
laboratoire

5) L’analyse des risques de la méthode est complétée en fonction des résultats obtenus

des essais de validation.

Extrait :
ANALYSE DES RISQUES
5M Points Echelle de | Eléments a | Moyens de | Niveau de
critigues criticité maitriser maitrise maitrise
Méthode | Seuil de | FIxG5=5 | Incertitude au | Calcul de | 5/5
carence seulil l'incertitude
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9.5 Cas des méthodes multiparamétriques

Certaines méthodes multiparamétriques peuvent bénéficier d'un DVM commun. C’est le cas
de méthodes immunoenzymatiques pour la recherche de certains allergénes (ABO1) en portée
A mais également de méthodes multiplex en bactériologie (MGO05).

L’analyse des risques comporte une base commune liée a la technologie et des spécificités
liees a chaque parameétre. La notion de paramétres sentinelles permet d’apprécier
globalement les risques liés a la technologie.

Les spécificités liées a chaque parametre peuvent étre abordés a travers des études
bibliographiques et/ou expérimentales.

Le laboratoire peut constituer son DVM de la maniére suivante :
1) Le laboratoire justifie sa démarche en se basant par exemple sur la descrigtion-de la
méthode, mais également sur la bibliographie.

2) Il réalise ses essais avec des parametres « sentinelles » ou avec-'ensemble des
parametres.

3) Pour les paramétres qui ne seraient pas évalués directement, i’'s’assure de la maitrise
de la méthode par différents moyens: prise en ecompte des fiches techniques,
possibilité de s’apercevoir des dérives de méthode. et)prise en compte des alertes
ANSM.

9.5.1 Exemple de dosage des IgE spécifiques par méthode immuno-enzymatique
automatisée

1) Justification de la démarche basée:sur la bibliographie :

- Pour une accréditation raisonnable et efficace des tests biologiques en allergologie.
Sarrat A. et al. ; Groupe dé trayail « accréditation IgE » du Réseau des Biologistes de
I'Allergie des centres hospitaliers « AllergoBioNet ». Ann Biol Clin (Paris). 2013; 71 (3)
: 325-32

- - Accreditation of allergen specific serum immunoglobulin E in view of EN 1SO 151809;
Lambert C. et al=" Groupe de travail « accréditation IgE » du Réseau d’Immuno-
Allergologie Bialogique Hospitaliere « AllergoBioNet » Allergy. 2015;70(2):180-6

2) Les(performances communes sont établies avec un nombre de spécificités réduit (el,
t3;:d1) dans un DVM « classique » :

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [X] ; non applicable (a justifier) []
Echantillons Nombre Moyenne Ecart- cVv
de valeurs | (kUA/L) type optimum CV retenu : )
0 z
(KUA/L) Sl fournisseur | SFBC (%) CRrEDEET
(%)
CIQ (e1) niveau 30 2,64 0,140 5,3 4 12 Conforme
1-bas
CIQ (t3) niveau
2 - moyen 30 8,69 0,633 7,3 5 12 Conforme
clQ (dh) niveau 30 23,76 1,611 6.8 5 12 Conforme
- haut
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3) La gestion des autres spécificités figure dans I'analyse des risques.

MAITRISE DES RISQUES
(extrait)
Moyens de maitrise (formation du
personnel, vérification expérimentale,
Echelle H N . D t
5M Points critiques de Eléments a maitriser Jeux disssabis N XTI
criticité (proce_zdure, instruction,
enregistrement, ) avec les
références du SMQ du laboratoire
Composition des | ++++ Connaissance des différents | Fiches fournisseurs
réactifs antigénes (peptides, protéines,
glycoprotéines, mélanges...)
Performance prévue | ++ Acceptation a réception des | Revue des données de performance
w des réactifs réactifs fournisseur,
= Marquage CE
= Suivi des | +++ Suivi des alertes Veille de réactovigilance. fournisseur et
2 performances des ANSM
‘% réactifs Suivi des EEQ
= Spécificité/sensibilité +++ Bibliographie Procédure« Interprétation et prestations
des réactifs de conseil »
(exemples :lait de
vache, arachide,
venin
d’hyménoptére...)

9.6 Cas des processus complexes

Un processus analytique est dit complexe/quand plusieurs étapes s’enchainent, que chacune
puisse donner lieu a un résultat ou pasZChague étape correspond a un sous-processus.

Exemples :

e Enchainement d’étapes.qui ne peuvent étre dissociées ou qui ne donnent pas de
résultats en tant(que)tel. Il s’agit, en général des étapes de pré-traitement. Exemple de
la biologie molécufaire en microbiologie avec un premier sous-processus de lyse
cellulaire;;un'second d’extraction et un troisiéme d’amplification.

e Articulation de plusieurs DVM simples, qui correspond a une check-list associée a une
maitrise des risques spécifiques a I'examen : exemple de 'TECBU en microbiologie
avec un premier sous-processus, 'examen direct, un second, 'ensemencement et la
culture, un troisiéme I'identification et le dernier, 'antibiogramme

e Certains processus complexes comportent des sous-processus intermédiaires non
rendus mais qui contribuent a l'interprétation. C’est le cas du pH qui contribue a
I'analyse des cristaux urinaires.

Dans ces cas, le laboratoire peut rédiger autant de DVM que de sous-processus. |l peut
également ne formaliser qu’un seul dossier en s’inspirant du modéle de formulaire SH FORM
43.

L’analyse des risques peut étre globale ou propre a chaque sous-processus lorsque les
risques sont différents et spécifiques a chacun.
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Outre les aspects purement techniques, le risque se situe dans la cohérence de I'organisation
documentaire et dans la cohérence avec la procédure de vérification / validation de méthode.

9.7 Cas des « paramétres calculés »

Pour certains examens, la méthode comporte un calcul. Le cas échéant, une vérification de
certaines performances peut s’avérer nécessaire. Cette démarche est justifiée par le service
médical rendu.

Que vérifier ?

- Laméthode de calcul
Dans le cas d’'un calcul complexe ou d’'un logiciel, une vérification du paramétrage peut
s’avérer nécessaire. En 'absence de changement, il est inutile de refaire la vérification. Mais
une nouvelle vérification est utile devant une source de régression (modification” de
paramétrage, changement de version). Il est alors utile de réaliser la vérificatioh des calculs
via un test de jeu de données.

- La maitrise d’un logiciel
Certains calculs utilisent des données multiples intégrées dans un {ggiciel. L’analyse des
risques liés au logiciel de calcul et la comparaison des méthodes/Constituent des éléments
d’intéréts (ex : calcul du risque lié aux marqueurs sériques de la trisomie 21).

Pourquoi veérifier ces performances ?

Pour les analyses comportant un calcul comme pour les autres, l'incertitude de mesure aux
seuils décisionnels peut étre utile a I'interprétation pu~encore a la prestation de conseil. (Ex :
ratio du TCA & certains niveaux pour lesquels des décisions cliniques ou biologiques seront
prises).

9.7.1 Exemple de calcul du risguelié aux margueurs sérigues de la trisomie 21

Le dossier présente une analyse des risques du logiciel (cf. extrait ci-dessous).
Le dossier présente également les performances a estimer (cf. extrait sur le critére
comparaison ci-dessous):
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MAITRISES DES RISQUES DU LOGICIEL

Echelle Moyens de maitrise (formation du personnel, vérification
5M | Points critiques de_ il Eléments a maitriser ?xpérim_entale, jeu_x SEEEEL e Documer!ts, Lozl
criticite instruction, enregistrement, ...) avec les références du
SMQ du laboratoire
FIG|C
Environnement Fluctuations électriques Mise sur prises onduleur de 'automate et des 2 PC
électrique 1133 ayant le logiciel
>
£ | Détérioration du Acces de la piece Piece fermée par digicode tous lesgours hors horaires
= | matériel 114 contenant I'ordinateur d’ouverture du secteur
central et sécurité
Logiciel Conformité du logiciel Utilisation du logiciehd’évaluation des risques marqué
CE, spécifiguement adapté aux réactifs utilisés (arrété
du 23 juin 2009)
Mise a jour-de la derniére version par le fournisseur et
suivi via'la liste des équipements critiques
La_miseien place d’'une nouvelle version est tracée
dans fe’cahier de vie de 'automate.
. 2|3 Jeu de données réalisé a chaque changement de
2 version logiciel (Fiche analyse)
(]
g Télémaintenances Tracabilité des interventions auprés de la DSN par
,—f bastion Wallix
()
§ Acces avlogiciel Droits d’acces limité aux besoins des différents types
8 d'utilisateurs
;. Equipements Evolutivité des matériels et | Procédure achats
o | (PC, 1| 3| 3 |/cotrespondance avec les Rédaction dans le CCTP d’Appels d’'Offres
& | imprimantes) besoins du laboratoire
%_ Informatique Fonctionnement du Vérification de la conformité du logiciel de calcul de
£ embarquée systéme ou des connexions | risque via un jeu de données a tester (Fiche analyse)
3} informatiques Vérification de I'intégrité des données transmises
o 27 4 (saisie du dossier jusqu’a I'édition des comptes rendus)
g par le biologiste (Fiche analyse)
g Tracabilité des contrdles de la justesse de la
o transmission informatique (Mode opératoire) et tracé
g dans le formulaire dédié
© | Réseau Support viable de Procédure informatique
© sauvegarde des données Sauvegarde automatique des données brutes
@ automates sur le réseau du laboratoire de fagon
g quotidienne sur serveur dédié et sur le disque « C » du
Connexion bidirectionnelle PC maitre
51 4 efficace entre logiciel et
I'automate Tracabilité des contrdles de la justesse de la
transmission informatique (Moe opératoire) et tracé
dans le formulaire dédié
Connexion bidirectionnelle via une étiquette code barre
spécifique reconnue par le logiciel
Procédure dégradée en cas de coupure informatique
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MAITRISES DES RISQUES DU LOGICIEL

5M

Echelle Moyens de maitrise (formation du personnel, vérification
Points critiques de_ L Eléments A maitriser expérimentale, jeux d’essai, ...) / Documents (procédure,
q criticité' instruction, enregistrement, ...) avec les références du
SMQ du laboratoire
F|G|C
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Calcul du risque

Référence
échantillon

CONOUAWNER

Méthode A Méthode B

Concordance clinique

o
E

Non

X X X X X X X X XX XXX XXXXXXXXXXXXXXXX X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X

X

X X X X X X X X X X X X XX XXX XXXXX XX

X X

Trimestre
concerné

2e
2e

2e

2e

2e

6 discordances dont 2 au 2e trimestre = 6,4 %

Méthode B
oul
NON

Méthode B
oul
NON

Méthode B
oul
NON

15 (2e trim)
45
49
64 (2e trim)
65
90

Concordance clinique
Méthode A
our NON

Concordance clinique
Méthode A
oul NON
17
3

Concordance clinique
Méthode A
our NON
69
3

Méthode A
RAS (1/1110) DPNI (1/7
DPNI (1/990) RAS (1/2
DPNI (1/964) RAS

DPNI (1/781) R
RAS (1/1010)
RAS (1/1255\ /9

Méthode B

10
19

71)
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En termes de performances, il est également important aussi dans ce cadre de vérifier

'absence de fluctuations importantes du pourcentage de dossiers a risque mis en évidence
par le laboratoire par le suivi d’'indicateurs qualité définis.

9.7.2 Exemple de I'examen de dosage des bilirubines

Certains examens résultent de calculs comme, le calcul la bilirubinémie directe a partir des
dosages de bilirubine totale et indirecte. Dans ce cas, le laboratoire s’assure que les
performances annoncées pour la procédure analytique et confirmées pendant le processus de
vérification sont appropriées a I'utilisation prévue des résultats d’examen.

Il ne s’agit pas de vérifier la méthode de calcul (en I'occurrence une soustraction) mais_de
déterminer certaines performances utiles telles que, par exemple, les incertitudes ou leslimites
de détection de cet examen qui résulte d’'un calcul.

9.8 Cas des tests unitaires simples (TUS)

Les tests unitaires simples sont soit manuels (bandelettes “urinaires, tests
immunochomatographiques) soit automatisés. Les risques liés a€es tests unitaires simples
sont liés non seulement aux spécificités techniqgues des méthodes, mais également aux
aspects organisationnels du laboratoire dans laquelle ils /sont-mis en ceuvre : techniques
différentes, utilisateurs variés, plusieurs sites ...

Le dossier de vérification d’'un TUS fait apparaitre d(la fois les spécificités liées aux méthodes
et les spécificités organisationnelles.

9.8.1 Exemple d’un TUS réalisé surun seul site

La vérification ne fait pas apparaitre d’€léments spécifiques a I'organisation.
Extrait du DVM :

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification duparametre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :
Bandelette urinaire

Processus simple [J ; Processus complexe X (nombre de sous-processus : 6)

DESCRIPTION DU PROCESSUS

Modalités de vérification :
1. Répétabilité
2. Fidélité intermédiaire (essai)
3. Variabilité inter-opérateurs (essai)
4. Justesse
Sous- 5. Exactitude (essai)
processus 1: | Eléments a  vérifier 6
Recherche de | (argumentation) 7
nitrites 8
9

Sensibilité et spécificité analytique (biblio)
Incertitudes
Etendue de mesure (biblio)
Comparaison de méthodes(biblio)
10. Interférences (biblio)
11. Contamination (biblio)
12. Robustesse et fiabilité des réactifs (biblio)
13. Intervalle de référence (biblio)

MXNXXXNXOXKOXKXO
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Sous-
processus 2:
glycosurie ...

Eléments a
(argumentation)

vérifier

Modalités de vérification :
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

MXNXXXNXOXKOXKXO

Répétabilité

Fidélité intermédiaire (essai)

Variabilité inter-opérateurs (essai)
Justesse

Exactitude (essai)

Sensibilité et spécificité analytique (biblio)
Incertitudes

Etendue de mesure (biblio)

Comparaison de méthodes(biblio)
Interférences (biblio)

Contamination (biblio)

Robustesse et fiabilité des réactifs (biblio)
Intervalle de référence (biblio)

9.8.2 Exemple d’un TUS réalisé sur plusieurs sites

Cet exemple est celui d’'un laboratoire multisites qui utilise sur plusieurs'sites des bandelettes
urinaires pour détecter une leucocyturie. Dans ce cas, les vérifications des performances de
la méthode sont réalisées sur un site et 'absence de dérive_de la méthode est vérifiée sur

'ensemble des sites.

ARGUMENTAIRE DU DOSSIER DE VERIFICATION

Contexte organisationnel :

secondaires

Conséquence

secondaires

La bandelette urinaire permet de doser
- pH, nitrite, corps cétoniques, protides, glucose et leucocytes

- Le plateau technique est le site référent qui réceptionne chaque lot et chaque
expédition de bandelettes pourl’¢énsemble du laboratoire et les répartit aux sites

- Réalisation des bandelettes”urinaires sur les sites secondaires dans un contexte
d’urgence et/ou aprés-le passage du dernier coursier.

- Le site référent)a pour mission de vérifier la méthode pour ’ensemble du processus

- Les variabilifés en lien avec les sites secondaires (variabilité inter opérateurs,
trapsportinter sites des bandelettes, conservation des bandelettes sur les sites
secohdaires) sont maitrisées a travers des comparaisons réalisées sur les sites
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MODALITES DE VERIFICATION

Risques liés a la méthode

Modalité de vérification

- Reproductibilité

Fidélité intermédiaire

10 passages de
contrbles

- Justesse pe c—; Exactitude 3 EEQ
- Comparaison 3 -% Comparaison  sur plusieurs urines | 10 échantillons
avec méthode optique g .£ | pendant une durée déterminée passés en paralléle
n < sur les 2 méthodes
- Limite de | Etude bibliographique Fiche technique
détection
Risques liés a I'organisation du Modalité de vérification
laboratoire
- Comparaison inter Comparaison entre les opérateurs avec | 2 urines par opérateur
opérateurs des urines fraiches et avec les CIQ et sur chaque site
- Conservation des Passage des CIQ selon une stratégie | 1 passage:ClQ par
bandelettes sur les sites .% :_, définie : a minima mensuels et a chaque | site
o £ | ouverture et fermeture de coffret sur le site
E}g secondaire
- Transports inter sites £ g | Comparaison des résultats des patients”| Les 10 échantillons
2 @ | traités a la fois sur le site référent et le.site'{ passés sur le site
(,3) ¥ | secondaire référent sont répartis
et traités en paralléle
sur les sites
secondaires
NB : La stratégie de vérification de méthode pourun TUS réalisé en multisites n'a pas
vocation a remplacer la stratégie de participationaux EEQ et CIQ.
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10 EXEMPLES DE SYNTHESES DE VERIFICATION / VALIDATION
DE METHODES

Il est rappelé que cette annexe est constituée d’exemples d'analyses de risques et de dossiers
de vérification / validation de méthodes dont pourront siinspirer les laboratoires. Dans tous les
cas, il appartient aux laboratoires de démontrer que_les dispositions prises permettent de
satisfaire pleinement aux exigences d’accréditation.pour le service médical rendu.
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10.1 Exemple portant sur la détermination de la concentration des
spermatozoides

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du parameétre :

Concentration des spermatozoides (ECHANTILLON -

EJACULAT)

Processus simple [X ; Processus complexe [J (nombre de sous-processus::\\..)

DESCRIPTION DU PROCESSUS

~
LA

Etapes et éléments a vérifier
(argumentation)

Modalités de vérification /
validatien 2

Concentration
des
spermatozoides
(ECHANTILLON
— EJACULAT)

Etude expérimentale sur 3 niveaux : 30
passages

1./) Répétabilité

Etude expérimentale sur 2 niveaux : 30
passages

2. Fidélité intermédiaire

Comparaison inter technicien seloft la
méthode décrite dans 'OMS 2010

3. Variabilité inter-opérateurs

4. Justesse

EEQ Biologie Prospeetive 2017

5. Exactitude

6. Sensibilité et
analytique

spécificité

Méthode BT CWBiologie prospective
2016

Incertitudes

Documents fournisseur

8. Etendue de mesure

Réalisée sur 20 échantillons :
Makler/Malassez

9. Comparaison de méthodes

10. Interférences

11. Contamination

12. Robustesse et fiabilité des
réactifs

Selon 'TOMS 2010

X O XOKX XK O XIOKXK XWX

13. |Intervalle de référence

Argumentaire (le cas échéant) :
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meéthodes de Biologie médicale

SOUS-PROCESSUS 1: )
Concentration des spermatozoides (ECHANTILLON — EJACULAT)

Portée A X ; Portée B [] (& justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Comptage microscopique sur cellule calibrée

Principe de la Méthode :

Méthode Manuelle de type Quantitatif - Microscopique

Type d'échantillon primaire :

Sperme (éjaculat, état frais)

Type de récipient, additifs :

Flacon de recueil stérile (VR2M réf RCSP100)

Prétraitement de I'échantillon :

Attendre la liquéfaction de I'échantillon désperme (20 a
30 minutes) a température ambiante ethomovgénéisation

Unités :

Nombre de spermatozoides /mi

Critéres d’interprétation’? :

Valeurs de référence : = $5 millions/mL (guide OMS
2010)

Marquage CE (Oui/Non) :

Ooul

Codage C.N.Q. (s'il existe):

NA

Equipement (instrument, analyseur, etc.) :

Cellule\de Makler
Mictasegpe optigue OLYMPUS BX50 (n° F10-MIC-0003)

Référence du réactif :

CIQ Accu-Beads®+
(Hamilton Thorne®)

Matériau d'étalonnage (références) :

/

Type d'étalonnage, nombre de nivealx et

NS

MISE EN CEUVRE

Opérateur(s) qualifig(s)€t reconnu(s)
compétent(s)ayant réalisé la
vérification/validation de méthode :

XXXX XXXX XXXX XXXXX

Procédure de validation/mode opératoire :

Procédure de Gestion de la portée flexible et Vérification
/ Validation des méthodes

Procédure de gestion de la portée flexible :

Procédure de Gestion de la portée flexible et Vérification
/ Validation des méthodes

Période d’étude :

Du : 01/03/2015 au 30/03/2017

Date de 1°' utilisation :

Méthodes utilisées dans le LBM depuis 2015

12 Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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MAITRISE DES RISQUES

(Le laboratoire adapte les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque parameétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation du personnel, vérification

prélévement

. . Echelle de 2 N _ expérimentale, jeux d’essai,...) / Documents (procédure,
el Feliris el e criticité? Eléments a maitriser instruction, enregistrement,)..?) avec les références du
SMQ du laboratoire
Respect des régles d’identitovigilance du laboratoire avec les
conduites a tenir enycas de probléme et conduite a tenir en cas
de non-conformité constatée au cours du processus prée-
Identitovigilance 3X1X2=6 Formation et information du personnel) analytique
Procédure - « Réception des échantillons»
Procédure - « Réalisation des prélévements »
= Procédure - « Traitement d’'une demande »
[=}
= Enregistrement - « Instruction de recueil de sperme »
< Préparation du Information aux patients et demande d'informations . . .
3 P . 3X1X2=6 . P . ) . Enregistrement — « "Feuille de paillasse Spermogramme »
5 patient (renseignements cliniques, préanalytiques'...)
Q@ Manuel de prélevement dématérialisé
2 o, Utilisation de flacons conformes aux prélevements S .
2 Intégrité du flacon de 3X1X2=12 d t vérification dé Tintedrité a la récenti Flacon de recueil stérile (VR2M réf RCSP100)
§ recueil e sperme et vérification de Tintégrité a la réception Procédure - « Achats »
des gommandes
Délai et température ) ] Enregistrement - « Instruction de recueil de sperme »
3X1X1=3 Information aux patients = 3 L
de transport Manuel de prélévement dématérialisé
Liguéfaction-de I'échantillon de 20 & 30 minutes a
Prétraitement 3X1X2=6 température ambiante et homogénéisation du Mode opératoire - "Spermogramme-spermocytogramme"

13 Criticité=GOD=Gravité X Occurrence X Détectabilité
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Organisation des

Procédure - " Gestion des locaux et sécurité du personnel »
Salles de prélévement dédiées et adaptées
Paillasse située a proximité/des salles de recueil sur un site

laboratoire (Hexalis)

locaux et du lieu de 3X1X2=6 Locaux inadaptés o p > = U= . )
travail entierementdediée a I'activité spermiologie.
Surveillance:des:zones de stockage et de la piece technique
3 pardes.sondes reliées au logiciel Labguard 3.
g Proceddure - " Gestion des locaux et sécurité du personnel »
L’entretien des locaux est assuré par la Clinique de la
Contamination des installations Sagesse
Conditions d'hygiéne _ . ; ) s
ot SECUrité 3X2X2=12 Intrusion Procédure - « Confidentialité »
Elimination des déchets - La sécurisation des accés aux différentes zones (dispositif
anti-intrusion) est assurée par des digicodes.
Procédure — « Elimination des déchets »
3X2X2=12 Cellule endommagée (rayée-cassé-mauvais Observation de la cellule avant de I'utiliser
quadrilfage) Stockage adapté
Cellule de Makler 3X1X1=3 Bulle d'air quand chargement de la cellule Nouvelle goutte
. 2XIX2=8 Cellule sale ou mal nettoyée (risque de Stockage adaptée a la paillasse de spermiologie et nettoyage
1’5’ contamination entre deux patients) selon les recommandations du fournisseur entre deux patients
o o
@ GE, . 3 Révision du microscope (maintenance annuelle) Enregistrement des maintenances dans Kalilab
< o Entretien et réglages _ )Y ) . s ) )
=3 du microscope 3X1X3=9 Pesinfection et nettoyage mensuels des oculaires et Deésinfection/nettoyage du microscope sur un
w avec matériel adapté - Lecture adaptée (X20) enregistrement
Acceptation a
réception des _ Gestion des stocks avec tracabilité des lots et .
consommables et 3X2X1=6 péremptions Manuel - « Gestion des Commandes et du stock »
gestion du stock
) Procédure - "Maitrise du systeme informatique"
Informatique du _ o . . . .
3X2X2=12 Altération du fonctionnement ou du paramétrage Mode opératoire - « Résolution des problémes

informatiques »
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Réalisation de la

Personnel formé et habilité
Procédure - « Recrutement et intégration »
Procédure > Formation »
Procédure” « Habilitation »
Procédure *x Habilitation spermiologie »

: 3X2X1=6 Erreur de lecture Enregistrement - « Habilitation spermio PMA»
concentration
Mise en‘place d’'un CIQ « Accu-beads + » (tous les 3 mois, 2
niveaux)
Enregistrement - «Contréle des performances des
opérateurs»
Mode opératoire - "Spermogramme-spermocytogramme"

. . 7. Revue annuelle ou tous les deux ans du systéme documentaire
o Procédures a jour 2X2X2=8 Revue des documents qualité . . . . 4 o
3 (Procédure « Rédaction et gestion des documents qualité »)
<
D Procédures mal — . Réalisation d'audits selon la procédure "Audits qualité” et selon
2 T 3X2X2=12 Application correcte-des-procédures . . .
2 appliquées PP R la fréquence définie dans le "Planning des audits "
g
3
8 Habilitation et Procédure - « Formation »
. @ maintien des _ Procédures formation, intégration et habilitation du , L .
T < compétences du 3X2X2=12 personnel Procédure - « Recrutement et intégration »
c g personnel Mode opératoire - « Habilitation »
<5
=&
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) : sperme

REPETABILITE
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Cellule de Makler

15-16/01/2015

Microscope avec platine chauffante et contraste de phase

CV (%) retenu
Nombre _ o par le
Echantillons | de valeurs Moyenne Etcaret CV (%) fo::r\r:i(sff)aur laboratoire (cf. | €onclusion?®®
(N) yp source'?)
Ricos minimal
Echantillon 1
Sperme 30 74.73 3.19 4.27 / 15\% Conforme
normal :
patient n°XA
Echantillon 2 Non
Sperme bas : 30 2.42 0.40 16.36 / 15.1
i R Conforme
patient n°XB
Echantillon 3
Billes de 30 20.91 0.73 3.49 J 15.1 Conforme
latex : 18
M/mL

Argumentaire de la conclusion : Méthode validée”en répétabilité pour les niveaux 1 et 3. Pour le
niveau 2 (valeur a 2.42M /ml, résultats,sUpérieurs a I'objectif de performance. Cette valeur

traduit une oligospermie sévére, ne m@difiant pas la conduite thérapeutique a tenir).

Conforme et satisfaisant, au regargdides specifications du laboratoire. Acceptable cliniquement.

14 sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
15 Conforme/non conforme
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meéthodes de Biologie médicale

FIDELITE INTERMEDIAIRE

Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Cellule de Makler

Microscope avec platine chauffante et contraste de phase

Du 15/12/2014 au 23/12/2014
Du 05/01/2015 au 27/01/2015

CV (%) retenu
le
Nombre par’
. Ecart- . CV (%) laboratoire (cf. A
Echantillons | de v(?\:)eurs Moyenne type CV (%) i S source?) Conclusion
Ricos
souhaitable
Echantillon
n°l
Billes de
latex lot
130512351 30 39.483 2.18 5.51 / 13.4 Conforme
35+/-5
Echantillon
ne2
Billes de
latex lot 30 20.300 1.86 9.16 / 13.4 Conforme
131411181
18 +/- 2,5
M/mL

Argumentaire de la conclusion : CONFORME - le CV defid€lité intermédiaire est bien inférieur au

CV Ricos souhaitable.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable IX-non applicable []

Opérateur évalué 2

Opérateur évalué 1 Essai sur site — résultats de la variabilité

Argumentaire de la conclusion=-LEa~Vvariabilité inter-opérateur répond aux besoins du laboratoire.
Absence de variabilitéinter;opérateur pour la concentration en spermatozoides (Cf. Extrait du

document « variabilité-Inter-opérateurs » ci-dessous)

Sodamd X Moyenne | SD=ecart m/sefm) | 3%sefm)
(m) fype

MD 52,92 23 2,30 7,30 2,09 3,29 |ERMS| 5,77 | ERMS = Error Root Mean Square)
EB 0,88 23 0,04 460 0,03 3,29
14 433 17 0,25 2,20 0,23 3,29
I 3,38 23 0,15 5,90 0,13 3,29
€6 44,08 23 1,92 5,31 1,75 3,29
JFG 0,23 12 0,02 1,35 002 | 329 |sefm) [ 1,10 | seim) =standard rror

Conclusions OMS : la moyenne d'un technicien doit &tre inférieure a 3"erreurs standarts" (se(m)) :

La lecture est validée par ce calcul pour les 6 opérateurs confirmant la FIDELITE
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JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

Nombre

Moyenne

I 1ai 0, iai 0, ..
Echantillons il valeurs ( (i:)bulee I?Ieruosu(/;) el /?r:ilse%/r:)e B (o) Conclusion®
valeurs Labo dg aiFr)s) dge aiprs (toutes én¥érale Limite*
(N) P P techniques) 9
Echantillon
ClQ niveau 1 / / / / / / / /
Echantillon
CIQ niveau 2 / / / / / / / /
Argumentaire de la conclusion : Pas de CIQ externalisé
EXACTITUDE_(a partir des contrdles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Contréles quantitatifs [X] ; Contréles qualitatifs []
Cible Cible Biais (%) | Biais (%) / Ao (10
Echantillons elews (groupe (toutes / groupe toute B'.a's. (f) Conclusion®
Labo - . ! . limite
de pairs) | techniques) de pairs technique
2017-1A 26.6 21.6 27.7 23.1 4.0 234 Conforme

Argumentaire de la conclusion : Résultat conforme.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE

(étude expérimentale indispensable en-portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable [] ; non applicable\(ajustifier) [X]

Vrais positifs

Faux positifs

Vrais négatifs

Faux négatifs

Argumentaire de la conclusiof: Nlon applicable.

INCERTITUBE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :

Méthodefogie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [] ; calcul [X]

Incertitudes calculées

Exigence de performances

Mode de calcul (cf. SH GTA 14) :

Méthode LTCV (%) — Biologie prospective

ET Ricos souhaitable

(niveau 1) :

Quantification de l'incertitude

+/-6.4%

37.7%

(niveau 2) :

Quantification de l'incertitude

(niveau xxx) :

Quantification de l'incertitude

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?): Les incertitudes évaluées sont
conformes a la spécification définie (Ricos souhaitable). Critére satisfait, adapté aux besoins

cliniques.

SH GTA 04 - Révision 02

86/168




Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable []; non applicable X

Limite de détection : /

Argumentaire de la conclusion : Non applicable

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Données bibliographiques (fournisseurs,

publications,...) : Références 1 et 8 (Bibliographie)

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le

. . o Comparaison avec cellule de Malassez
laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBMD : P

Nombre de mesures : 20

Intervalle de comparaison adaptée a I’étendue des

mesures du laboratoire : &p0 M /ml

Méthode d'exploitation des résultats : Diagramme des différences
Equation de la droite de régression : Y=1.107X-2.807
Diagramme des différences et/ou des rapports : 95% de points dans les normes de suivi

Argumentaire de la conclusion : Bonne commutabifité entre les 2 méthodes.

ETENDUE DE MESURE\(étude’expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentalepossible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Limite de détection : / /
Limite de quantification”: / /
Limite supérieure de linéarité : / /

Argumigntaire de la conclusion : La limite basse est de 0 M/mL. Il n’existe pas de limite haute.
Coenforime aux attentes du laboratoire.

SH GTA 04 - Révision 02 87/168



Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirubine,
médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer si nécessaire)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

Hémolyse /
Turbidité /
Bilirubine, ictére /
Médicaments /

Argumentaire de la conclusion : Non applicable

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) [

Inter échantillon pour les paramétres sensibles (par Valeurs de\sperme : 5 M/ml et 115 M/ml
exemple Ag HBS, BHCG, ...):
€.=:0:58% - Absence de contamination

Inter réactif si nécessaire (par exemple : LDH et

ALAT, cholestérol et phosphate, lipase et /
| triglycérides, ...) :
Argumentaire de la conclusion : Méthode manuelie,.levniveau de contamination proche de 0 et le
nettoyage de la cellule & chaque comptade, previennent de la contamination.

Répond aux besoins du laboratoire.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude-expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

Parameétres sensibles-testés (t°, pH, position surun | /
support, ...)

Stabilité desréactifs apres ouverture, embarqués, /

Argumentaire de la conclusion : Non applicable
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INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données démographiques (étude
expérimentale indispensable en portée B)
Applicable X ; non applicable []

Valeurs de référence : = 15 millions/mL (guide OMS
2010)

Enregistrement "Valeurs de référence pour les

spermogrammes et spermocytogrammes et leurs

sources bibliographiques"

Valeurs de référence

Argumentaire de la conclusion : Valeurs adaptées a notre méthode et cohérentes (par expérience)
a notre population.

DECLARATION d’APTITUDE @U

o3
Conclusion : méthode conforme utilisée a partir du 06/06/2017 (par rapport aux criteres.de

performance préétablis par le laboratoire).

Autorisée par : Dr BIO - biologiste médical et référent du secteur AMP du’laboratoire

Signature

Bibliographie :
- Référence 1: OMS 2010: World Health*Organization, « WHO laboratory manual for the examination and
processing of human semen », 2010, 5th ed., 271 pages (SAQ-EX024)
- Référence 2 : « AMP », J. LansacF.Guérif, J. Gouneaud

- Référence 3 : A. ABBARA=«Parametres du spermogramme — Normes de 'OMS », 03 décembre 2010,
consulté le 01/22/2012 sur le site internet : http://www.aly-
abbara.com/echographie/biometrie/scores/spermogramme_normes_oms.html

- Référence 4" M/ AUROUX, « Spermogramme, spermocytogramme, examens complémentaires »,
Feuillets’deBiologie, 1993, volume 34, n° 192, p.51 a 58

- Référence’5 : Menkveld and Coll., 2001 — Human reprod., 16 :1165-1171

- Référence 6 : Dr.Laurence LEVY-DUTEL, Isabelle BERTHAUT, Laurence BRUNET, Charlotte
DUDKIEWICZ-SIBONY, Dr. Carole MINKER, Dr. Jérdbme PFEFFER, « Le grand livre de la fertilité », p.80

- »" Référence 7 : Dr. Alexandra MESNER, Professeur, Catherine POIROT, « Le spermocytogramme en
images »
- Référence 8 : « Cahier de formation n°42 » (SAQ-EX025)
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10.2 Exemple portant sur la vitalité des spermatozoides

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du paramétre :

Vitalité (ECHANTILLON — EJACULAT)

Processus simple [X ; Processus complexe [J (nombre de sous-processus : ...)

DESCRIPTION DU PROCESSUS

LY

~ Vitalité
(ECHANTILLON
— EJACULAT)

Etude expérimentale sur 2 niveaux (1
niveau >58% et un niveau <58%) 10
passages

Modalités de vérificationfvalidation6 :

X 1. Répétabilité

Etude expérimentale sur 20 spermes
avec des vitalités différentes et réalisée
par 3 opérateurs par sperme

2. \\ Fidélité intermédiaire

Comparaison inter technicien selon la

méthode décrite dans FOMS 2010 37 Variabilité inter-opérateurs
4. Justesse
EEQ Biologie prospective et Probjagual .
2017 / 2018 5. Exactitude
6. Sensibilité et spécificité
analytique
Méthode CIQ/EEQ{BP, €t Probioqual Incertitudes

2017/2018

Selon 'OMS<2040

8. Etendue de mesure

Etude réaliséestir 2 aliquots

9. Comparaison de méthodes

Fichetechnigue document fournisseur

10. Interférences

Lame a usage unique

11. Contamination

Fiehe techniqgue document fournisseur

12. Robustesse et fiabilité des
réactifs

Selon 'OMS 2010

XX XKXK X O K OK- X
~

13. Intervalle de référence

16 Note : Pour la vérification/validation de méthodes quantitatives, le renseignement des items 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12 et 13
est attendu a minima. Pour la vérification/validation de méthodes qualitatives, le renseignement des items 3, 6, 8, 9, 10, 11, 12 et

13 est attendu, a minima.

Le types de vérification (bibliographique ou essais) est a indiquer.
L’absence d’applicabilité de certains items (NA) doit étre justifiée dans le corps du document.
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des

meéthodes de Biologie médicale

SOUS-PROCESSUS 1 : vitalité (ECHANTILLON — EJACULAT)

Portée A [X ; Portée B [] (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Vitalité des spermatozoides

Principe de la Méthode :

Evaluation du pourcentage de spermatozoides
vivants et morts apres coloration d'un frottis
- colorimétrie

Type d'échantillon primaire :

Sperme (éjaculat)

Type de récipient, additifs :

Flacon de recueil stérile (VR2M réf RCSP100)

Prétraitement de I'échantillon :

Attendre liquéfaction de I'échagftillen(de sperme (20 a 30
minutes) a température ambiante, et homogénéisation

Unités :

%

Critéres d’interprétation’” :

Valeurs de réféfenge = 58% de formes vivantes
(guide OMSR010)

Marquage CE (Oui/Non) : Oul
Codage C.N.Q. (s'il existe) : NA
Equipement (instrument, analyseur, etc.) : /

Référence du réactif :

Kit VitalScreen ™ référence MT 281 fournisseur JCD

Matériau d'étalonnage (références)

/

Type d'étalonnage, nombre de_niveaux et
valeurs :

/

AN
MISE EN CEUVRE
oD

Opérateur(s) gualifie(s) et reconnu(s)
compétent(s)ayant réalisé la
vérification/validation de méthode :

XXXX XXXX XXXX XXXX

Procédure de validation/mode opératoire :

Procédure de Gestion de la portée flexible et Vérification /
Validation des méthodes
Mode opératoire "Spermogramme-spermocytogramme”

Procédure de gestion de la portée flexible :

ANA-PRO001 Gestion de la portée flexible et Vérification /
Validation des méthodes

Période d’étude :

Du  30/04/2018 au 15/05/2018

Date de 1°'¢ utilisation

Méthode utilisée dans le LBM depuis 2018

17 Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des méthodes de Biologie médicale

MAITRISE DES RISQUES

(Le laboratoire adapte les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque parameétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation du personnel, vérification

prélévement

. . Echelle de 2 N _ expérimentale, jeux d’essai,...) / Documents (procédure,
el Feliris el e criticitél® Eléments a maitriser instruction, enregistrement,)..?) avec les références du
SMQ du laboratoire
Respect des regles d'identitovigilance du laboratoire avec les
conduites a tenir enycas de probléme et conduite a tenir en cas
de non-conformité constatée au cours du processus prée-
Identitovigilance 3X1X2=6 Formation et information du personnel) analytique
Procédure - « Réception des échantillons »
Procédure - « Réalisation des prélévements »
= Procédure - « Traitement d’'une demande »
[=}
= Enregistrement - « Instruction de recueil de sperme »
< Préparation du Information aux patients et demande d'informations . . .
3 P . 3X1X2=6 . P . ) . Enregistrement — « "Feuille de paillasse Spermogramme »
5 patient (renseignements cliniques, préanalytiques'...)
Q@ Manuel de prélevement dématérialisé
2 o, Utilisation de flacons conformes aux prélevements S .
2 Intégrité du flacon de 3X1X2=12 d t vérification dé Tintedrité a la récenti Flacon de recueil stérile (VR2M réf RCSP100)
§ recueil e sperme et vérification de Tintégrité a la réception Procédure - « Achats »
des commandes
Délai et température ) ] Enregistrement - « Instruction de recueil de sperme »
3X1X1=3 Information aux patients s . e
de transport Manuel de prélévement dématérialisé
Liguéfaction-de I'échantillon de 20 & 30 minutes &
Prétraitement 3X1X2=6 température ambiante et homogénéisation du Mode opératoire - "Spermogramme-spermocytogramme"

18 Criticité=GOD=Gravité X Occurrence X Détectabilité
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des méthodes de Biologie médicale

Milieu

Organisation des

Procédure - " Gestion des locaux et sécurité du personnel »
Salles de prélévement dédiées et adaptées

Paillasse située a proximité.des salles de recueil sur un site

locaux et du lieu de 3X1X2=6 Locaux inadaptés - TN e e
travail entiérement dédiée-al'activité spermiologie.
Surveillance des zones de stockage et de la piece technique par
des sondes reliées au logiciel Labguard 3.
Procédure - “Gestion des locaux et sécurité du personnel »
L . . L’entretien deslocaux est assuré par la Clinique de la Sagesse
Contamination des installations g i I
Conditions d'hygiéne . Procédure - « Confidentialité »
et sécurit)ég 3X2x2=12 Intrusion L . o
o . La'Sectrisation des accés aux différentes zones (dispositif anti-
Elimination des déchets . ) ) -
intrusion) est assurée par des digicodes.
Procédure - « Elimination des déchets »
- Respect des recommandations environnementales transmises
par le fournisseur.
- Manuel : « Etalonnage des sondes de température et
Température de cartographie des enceintes »
conservation ; ; -
PR 2X2X2=8 : - Procédure - « Métrologie »
et d'utilisation des Nongésrege . o 9 o
réactifs - Formation des techniciens a I'utilisation du logiciel Lab-Guard
- Procédure - « Surveillance des températures des zones de
stockage »
- Cf. Notices fournisseurs, fiche de stress, ...
Contamination inter- _ , I . .
échantillons 3X2X2=12 Lames non adaptées Utilisation de lames a usage unique
Conditions 4 : . : -
: - Séparation si possible, du poste de validation du reste du
ambiantes, calme, 2X3X1=6 Poste non adapté P P GUP .
plateau technique

concentration
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des méthodes de Biologie médicale

Matériel (Equipements et réactifs)

Equipements divers :
Contréle
métrologique des
équipements
(centrifugeuses,
pipette, microscope)
Lames dégraissées,
lamelles calibrées
(22*22)
Pointes stériles
Entretien et réglage
du microscope

3X1X3=9

Equipement non adapté et non contrélé

- Contrdles métrologiques effectués annuellement, enregistrés
dans Kalilab.

- Surveillance de la températuredes enceintes et température
ampiante

- Obtention du certificat de conformité des pointes (stérilité) VWR
- Désinfection et:nettoyage des oculaires avec matériel adapté

Enfegistrement des maintenances dans Kalilab et
Désinfection/nettoyage du microscope sur enregistrement dédié

- Lecture adaptée (X20)

Acceptation a
réception des
consommables et
gestion du stock

3X2X1=6

Gestion des stocks avec tragabilité.des lots et
péremptions

Enregistrement des maintenances dans Kalilab et
Désinfection/nettoyage du microscope sur enregistrement dédié

Gestion du stock dans Kalilab
Procédure « Achats »
Manuel « Gestion des Commandes et du stock »

- Vérification des péremptions des stocks (page d’accueil Kalilab)
par des taches Kalilab indiquant a tous les acteurs de vérifier.

- Respect des recommandations des fiches techniques.

Conservation des
réactifs

1X2X1=2

Qualité et stabilité des réactifs, Conditions de
conservation et d’utilisation des réactifs,
Homogénéisation

Fiches techniques fournisseurs et attestation de stress produits.
(FT Vital screen TM Référence MT 281 JCD)

Informatique du
laboratoire (Hexalis)

3X2X2=12

Altération du fonctionnement ou du paramétrage

Procédure - « Maitrise du systeme informatique"

Mode opératoire - « Résolution des problemes informatiques »
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des méthodes de Biologie médicale

Méthode

Utilisation technique
manuelle

3X2X1=6

Erreur de lecture

Personnel formé et habilité
Procédure « Recrutement et intégration »
Procédure« Formation »

Mode opératoire« Habilitation »
Enregistreme&nt Habilitation spermiologie »
Enregistrement '« Habilitation spermio PMA »

Variabilité inter-opérateurs (tous les 3 mois)
Enregistrement « Contrdle des performances des opérateurs »
Mode opératoire "Spermogramme-spermocytogramme”
Réalisation ’EEQ
Mode opératoire « Gestions des contrdles externes »

Procédures a jour

2X2X2=8

Revue des documents qualité

Revue annuelle ou tous les deux ans du systeme documentaire
(Procédure « Rédaction et gestion des documents qualité »)

Procédures mal
appliquées

3X2X2=12

Application correcte/des procédures

Réalisation d'audits selon la procédure "Audits qualité » et selon la
fréquence définie dans le "Planning des audits "

Gestion de la portée
flexible
(Changement de
méthode, de réactif,
revue d’une
méthode existante

)

1X2X1=2

Non appliquée

- Enregistrement « Check-list de validation d’une nouvelle
technique »

- Comparaison inter opérateurs
- Réalisation d’audits internes techniques et externes

SH GTA 04 - Révision 02

95/168




Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des méthodes de Biologie médicale

Veille documentaire
et Réactovigilance

2X1X1=2

Non réalisée

- Réception des alertes ANSM par les biologistes et le service
qualité

- Procédure : « Rédaction et.gestion des documents qualité »
- Mode opératoire’« Réacto-vigilance »

Déclaration d’'uneréactayigilance et enregistrement d’'une NC.

Résultats

2X1X2=4

Transmission des résultats

- Courrier postal,"H’prim médecin, « Mesanalyses.fr » (serveur de
résultats patients),

- Convention de preuve (réception des résultats par le
prescripteur)

3X3X1=9

Interprétation biologique

- Procédure « Prestations de conseils »

- Courrier de la Biologie Médicale-personnalisé envoyés aux
prescripteurs

- Dossier de validation communiqué a tous les biologistes
- Analyse de la cohérence des résultats et des antécédents

2X2X1=4

Commentaires

Mode opératoire « Spermogramme-spermocytogramme”
Enregistrement « Feuille de paillasse spermogramme »
- Procédure « Validation biologique »

- Harmonisation des avis et commentaires

(<)

S

g e Habilitation et
5 maintien des

L] compétences du

gy personnel

© —

=

3X2X2=12

Procédures formation, intégration et habilitation
du personnel

Procédure « Formation »
Procédure « Recrutement et intégration »
Mode opératoire « Habilitation »
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contrdle, pool de sérum, ...) : sperme

Applicable X ; non applicable (a justifier) []

REPETABILITE

Kit VitalScreen référence MT 281 lot n°FP17VI06

CV (%) retenu
Nombre
Echantillons | de valeurs Moyenne Sl CV (%) CV.(%) par !e Conclusion?°
N) type fournisseur Iaboratowle9 (cf.
sourceld)
Echantillon
Niveau bas 10 33.90 1.60 471 / 5.79 contorme
03/05/2018
Echantillon
Niveau haut 10 78.27 3.28 419 / 5.79 Conforme
02/05/2018

Argumentaire de la conclusion : Pour la répétabilité, les CV (%) obtenus sontifférieurs aux CV (%)

limites d’acceptabilité fournis par le RICOS, spécifications minimalés:

Conforme et satisfaisant, au regard des spécifications du labgratoire. Acceptable cliniquement.

Kit VitalScreen référence MT '281/1ot n°FP17VI06

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicabfe(@justifier) []

Du 30/04/2018 au/15/05/2018

CV (%)
E . Nombre Ecart- CVv CV (%) retenu par .
chantillons d’opérat Moyenne - . le _ Conclusion
pérateurs(N) type (%) | fournisseur laboratoire
(cf. RICOS)

1 3 72,33 2,25 3,12 / 7.73 Conforme
2 3 64,33 0,76 1,19 / 7.73 Conforme
3 3 29,50 0,50 1,69 / 7.73 Conforme
4 3 60,83 0,58 0,95 / 7.73 Conforme
5 3 28,50 0,29 1,12 / 7.73 Conforme
6 3 79,50 1,80 2,27 / 7.73 Conforme
7 3 45,33 0,29 0,64 / 7.73 Conforme
8 3 34,17 2,57 7,51 / 7.73 Conforme
9 3 67,17 4,65 6,92 / 7.73 Conforme
10 3 67,33 1,76 2,61 / 7.73 Conforme
11 3 55,00 2,65 4,81 / 7.73 Conforme
12 3 70,17 4,80 6,85 / 7.73 Conforme
13 3 65,00 2,29 3,53 / 7.73 Conforme
14 3 40,33 3,06 7,57 / 7.73 Conforme
15 3 85,50 1,00 1,17 / 7.73 Conforme
16 4 66,33 1,53 2,30 / 7.73 Conforme
17 4 53,33 2,08 3,90 / 7.73 Conforme
18 4 72,00 2,65 3,67 / 7.73 Conforme
19 4 73,17 3,51 4,80 / 7.73 Conforme
20 4 30,00 0,50 1,67 / 7.73 Conforme

19 sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.

20 conforme/non conforme
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

CV (%)
: ® retenu par
Echantillons d'o I\é?;nt;;fs(N) Moyenne Etcar(;t (Co/l/) fOLﬁ\rfi(sfe)eur le Conclusion®
P yp laboratoire
(cf. RICOS)
Moyenne des
Echantillons
Vitalité 8 39.2 1.493 3.16 / 7.73 Conforme
< 58%
Moyenne des
Echantillons
Vitalité 12 70.30 2.3 3.28 / 7.73 Conforme
> 58%

Argumentaire de la conclusion : les CV (%) obtenus sont tous inférieurs aux CV (%) Jimites
d’acceptabilité fournis par RICOS, spécifications minimales.

Conforme et satisfaisant, au regard des spécifications du laboratoire. Acceptahlégliniquement.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable X ; non applicable []

Opérateur évalué 1

Opérateur évalué 2

Essai sur site +{résultats de la variabilité

Argumentaire de la conclusion : La variabilité inter-opérateur répond aux besoins du laboratoire.

Absence de variabilité inter-opérateur (Cf. Extrait du document « variabilité inter-opérateurs »

| ERMS | 2,21 | ERMS = Error Root Mean Square)

ci-dessous)
Somme N Moyenne | SD=ecart my’se(m) | 3*sefm)
(m) type
Opérateur Ly 7,33 20 0,37 1,29 0,91 1,21
Opérateur La -22,67 20 1,13 2,22 2,81 1,21
Opérateur Sa 15,33 20 QT 1,79 1,90 1,21

Cnnclusions.bMS;: la ﬁloyenne d'un technicien doit &tre inférieure a 3"erreurs standarts” (se(m)) :

Laecturg est validée par ce calcul pour les 3 opérateurs confirmant la FIDELITE (VITALITE )

1

|Se{m}| 0,40 | se(m) =Standard Error

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

Nombre - i (10 Moyenne e (0
. de Valeurs ClltlE 21 () générale et () Biais (%) ol
Echantillons (groupe /groupe / moyenne Y Conclusion
el Lauo de pairs) de pairs (toutes énérale Limite
(N) P P techniques) 9
Echantillon
CIQ niveau 1 / / / / / / /
Echantillon
CIQ niveau 2 / / / / / / !

Argumentaire de la conclusion : Pas de CIQ externalisé
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

EXACTITUDE (a partir des contrbles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Biologie Prospective et Probioqual 2017/2018
Contréles quantitatifs [] ; Controles gualitatifs [X]

Cible . s (10
valeur | (mém Cilzle Biais (%)/ | Biais %)/ | B&S (%)
. - (toutes ~ limite : .
Echantillons Labo | techniqu hni méme toute cos Conclusion
% e) 2 G technique | technique R )
% % souhaitable

2017 1A 55 56.3 / -2.3 / 6.9 Conforme
2017 1B 64 64.1 / -0.16 / 6.9 Conforme
2017 2A 43 44.2 / -2.71 / 6.9 Conforme
2017 2B 18 17.6 / 2.27 / 6.9 Conforme
2018 1A 71 72 / -1.38 / 64 Conforme
2018 1B 65 66.9 / -2.84 / 69 Conforme
18SP0O1 Conforme

(Probioqual 2018) 82 81.57 / 0.52 / 6.9

Argumentaire de la conclusion : L’essai d’exactitude est conforme_aux limites d’acceptabilité
proposées par RICOS souhaitable.

A4
SENSIBILITE et SP ANALYTIQUE

(étude expérimentale‘indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
2

Applicable [F; pplicable (a justifier) [X]

Vrais positifs

Faux positifs

Vrais négatifs

Faux négatifs

Argumentaire{dedaconclusion : Non applicable méthode qualitative

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [] ; calcul [X

Exigence de
performances

Incertitudes calculées

Méthode EEQ/CIQ — Biologie prospective

et Probioqual 2017/2018 ET Ricos souhaitable

Mode de calcul (cf. SH GTA 14) :

Quantification de l'incertitude : 11.3% 15.4%

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?) :
Les incertitudes évaluées sont conformes a la spécification définie (Ricos souhaitable). Critere
satisfait, adapté aux besoins cliniques.

SH GTA 04 - Révision 02 99/168




meéthodes de Biologie médicale

Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable []; non applicable [X

Limite de détection : /
Argumentaire de la conclusion : Non applicable. Méthode qualitative
COMPARAISON DE METHODES :
Applicable X ; non applicable (a justifier) []
Données bibliographiques (fournisseurs, OMS 2010

publications,...) :

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le
laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBMD :

Etude comparative sur 2 aliquots (Cf. tabléau ¢i-
dessous)

Nombre de mesures :

10 échantillons

mesures du laboratoire :

Intervalle de comparaison adaptée a I’étendue des

33 a@90 %

Méthode d'exploitation des résultats :

Selon OMS 2040 » Table 2.1 Acceptable
differences betweeniweé percentages for a given
average, determined from replicate counts of 200

spérmatozoa (total 400 counted)

Equation de la droite de régression :

Diagramme des différences et/ou des rapports/:

dier aliquot 2ieme aliquot Moyenne »
R Conformité
N° dossier Date . ./ L R . o des 2 #

lier 2 igme Conformité/ lier 2iéme Conformité/| | Joms 2010

Moyenne # Moyenne # aliquots

comptage | comptage OMS 2010 | comptage | comptage OMS 2010

6912 30/05/2018 76 69 72,5 7 Conforme 73 i3 70,5 5 Conforme 71,5 2 Conforme
6914 30/05/2018 25 90 87,5 5 Conforme 84 89 86,5 5 Conforme a7 1 Conforme
6915 30/05/2018 70 78 74 i) Conforme 77 77 77 0 Conforme 75,5 3 Conforme
6919 30/05/201¢ 63 74 71 6 Conforme 72 78 75 3] Conforme 73 a4 Conforme
6921 30/05/2018 76 68 72 8 Conforme 72 72 72 0 Conforme 72 i} Conforme
6908 31/05/2018 73 36 82 3 Conforme 84 76 30 3 Conforme 81 2 Conforme
6910 317/05/2018 75 66 70,5 9 Conforme 67 72 69,5 5 Conforme 70 1 Conforme
6913 31/05/2018 71 80 75,5 9 Conforme 78 75 76,5 3 Conforme 76 1 Conforme
6915 31/05/2018 37 36 36,5 1 Conforme 39 33 36 6 Conforme 36,25 0,5 Conforme
6927 31/05/2018 52 52 52 0 Conforme 51 53 52 2 Conforme 52 1] Conforme
6923 31/05/2018 65 73 69 8 Conforme 66 72 69 6 Conforme 69 1] Conforme
6904 01/06/2018 82 a8 a5 6 Conforme 83 34 83,5 1 Conforme 84,25 1.5 Conforme

Argumentaire de la conclusion : Tous les résultats

sont conformes les uns par rapport aux autres

selon 'OMS 2010. Le laboratoire a donc décidé de réaliser un seul comptage sur un seul

aliquot.
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Limite de détection : / /
Limite de quantification : / /
Limite supérieure de linéarité : / /

Argumentaire de la conclusion : Le domaine de mesures s’étend de 0 a 100% de formes vivantes

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, biIir
médicaments, ... - & prendre en compte dans les facteurs de variabilité - & évaluer si nécessai
Applicable X ; non applicable (a justifier) [] X
Hémolyse /
Turbidité /
Bilirubine, ictére /
Médicaments !

Lors du séchage du frottis(( des>cristaux de nigrosine susceptibles
d’interférer avec l'interprétation des résultats se forment.

Lors d’'une faible conagentration en spermatozoides dans le liquide
spermatique (< 5 Millions/ml) (cas d’une oligozoospermie), la dilution
(sperme/Eosin€/Migrosine) est trop forte d’ou une lecture longue et
Autres aléatoire pour egmpter le peu de formes vivantes présentes: la
vitalité n€ serd pas réalisée, le LBM se basera sur la mobilité pour
une_décision thérapeutique.

Cf. Fiche technique - Kit VitalSreen référence MT 281

-Argumentaire de la‘conclusion : Répond aux besoins du laboratoire

v \d
WCONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(é expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)

Applicable X ; non applicable (a justifier) []

rr1ter echantillon pour les parameétres sensibles (par Méthode manuelle, lame a usage unigue,
exemple Ag HBS, BHCG, ...) : un échantillon par lame. Pas de risque de
contamination. Comme toute technique
manuelle, le personnel est sensibilisé au
risque d’interversion d’échantillon. Tout
est mis en ceuvre au niveau
organisationnel et au niveau technique.

Inter réactif si nécessaire (par exemple : LDH et
ALAT, cholestérol et phosphate, lipase et /
triglycérides, ...) :

Argumentaire de la conclusion : Répond aux besoins du laboratoire
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position sur un

support, ...) /

Réactifs conservés entre 2 et 8°C.

Durée de vie aprés ouverture : se
conformer a la date de péremption.
Stabilité des réactifs aprés ouverture, embarqués,
Cf. Fiche technique - Kit VitalSreen
référence MT 281

Argumentaire de la conclusion : Répond aux besoins du laboratoire

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données demographiques (étude
expérimentale indispensable en portée B)
Applicable X ; non applicable []

> 58% de formes.vivantes (guide OMS 2010)
Valeurs de référence

Argumentaire de la conclusion : Valeurs adaptées a notre_meéthode et cohérentes (par expérience)
a notre population.

DECLAR&‘P@\\N)}APTITU DE

Conclusion : méthode conforme utilisée & partirdu 05/07/2018 (Par rapport aux criteres de
performance préétablis par le laboratoeire)

Autorisée par : Dr XXXX
Signature

Bibliographie ;

- __ Référence 1 : OMS 2010: World Health Organization, « WHO laboratory manual for the examination and
processing of human semen », 2010, 5th ed., 271 pages (32-PMA-7DX-010-xx-BL)

- »"Référence 2 : A. ABBARA, « Parameétres du spermogramme — Normes de 'OMS », 03 décembre 2010,
consulté le 01/12/2012 sur le site internet : http://www.aly-
abbara.com/echographie/biometrie/scores/spermogramme_normes_oms.html

- Référence 3 : M. AUROUX, « Spermogramme, spermocytogramme, examens complémentaires »,
Feuillets de Biologie, 1993, volume 34, n° 192, p.51 a 58

- Référence 4 : Menkveld and Coll., 2001 — Human reprod., 16 :1165-1171

- Référence 5 : Dr. Alexandra MESNER, Professeur, Catherine POIROT, « Le spermocytogramme en
images »

- Référence 6 : « Cahier de formation n°42 » (32-PMA-7DX-011-xx-BL)

- Référence 7 :J. AUGER et P. JOUANNET (traducteurs), « Manuel de laboratoire de 'OMS.
Analyse du sperme humain et de I'interaction des spermatozoides avec le mucus cervical » -
1993 - Ed° INSERM
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10.3 Exemple portant sur la calcémie (processus simple — méthode
guantitative)

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE
Identification du paramétre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :

CALCIUM TOTAL

Portée A X ; Portée B [

Processus simple [X ; Processus complexe ] (nombre de sous-processus; ...}

DESCRIPTION DU PROCESSUS DE VERIFICATION IVAL@%}
Essai
Eléments a vérifier (argumentation) Bli\:)lzo Modalités de vérification/valjdation :
3 Niveaux / 30 passages 2CIQ et un pool E X] 1. _Répétabilité
2 Niveaux / 30 passages CIQ par niveau E N | & Fidélité intermédiaire
NA []-.\8. ) Variabilité inter-opérateurs
ClQ externalisé (Tiq.con ROCHE) E A 4. Justesse
Estimation sur 6 EEQ E _ ' 5. Exactitude
NA [] 6. Sensibilité et spécificité analytique
Estimation sur 6 EEQ E2 X 7. Incertitudes
Fiches techniques fournisseur B X 8. Etendue de mesure
Sur 41 échantillons patients E X 9. Comparaison de méthodes
Fiches techniques fournisseur B X 10. Interférences
Fiches techniques fournisseur, B X  11. Contamination
ENY NA [ ] 12. Robustesse et fiabilité des réactifs
Fiches techniques fournisseur. B X 13. Intervalle de référence

Pour chaque“€tape, le laboratoire procédera a la vérification / validation des items attendus,
et dupliqgueraautant que de besoin les pages 2 a 8 (évaluation des performances de la
méthode)~du présent document. Si un autre élément du processus Iui semble critique, il
devra-vérifier / valider cette étape et le préciser dans la conclusion argumentée. C'est cette
vérification qui lui permettra de maitriser ce point critique.

Argumentaire (le cas échéant) :
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DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Calcium Total

Principe de la Méthode :

Spectrophotométrie
NM-BAPTA

Type d’échantillon primaire :

Plasma/sérum

Type de récipient, additifs :

Héparinate de lithium,

Prétraitement de I’échantillon :

Centrifugation : 2000 g a 20°C 10minutes

Unités :

mmol/L

Intervalles de référencel :

90 ans : 2,05 — 2,40 mmol/L

60 - 90 ans : 2,20 — 2,55 mmol/L
18 - 60 ans : 2,15 — 2,50 mmol/L
2-12ans: 2,20 - 2,70 mmol/L
10j - 2ans : 2,25 — 2,75 mmol/L
<10jours :1,90 — 2,60 mmol/L

Marquage CE (Oui/Non) :

oui

Codage C.N.Q. (s'il existe):

BT

Equipement (instrument, analyseur, etc.) :

Analyseur 6000 N°1

Référence du réactif :

CA2 05061482 190
2013-10, V 3.0 Francais

Matériau d'étalonnage (références) :

C.f.a.s (2,74 mmol/L) lot 167252 ver.1
SRM 956 ¢ niveau 2

Type d'étalonnage, nombre de niveaux et
valeurs :

Linéaire en 2points : H20 (blanc) etC.f.a.s (2,74 mmol/L)

MISE EN CEUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)

compétent(s) ayant réalisé la G.Gl
vérification/validation de méthode :

Procédure de validation/mode opératoire : 00ANAP0O1M001
Procédure de gestion de la portée flexible : 00ANAPO2

Période d’étude : 22 mai au 10 juin 2014
Date de 1° utilisation : 11 juin 2014

1 Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

parametre vérifié/validé)

Moyens de maitrise (formation du
Echelle personnel, vérification
5M Points critiques de Eléments a maitriser expérimentale, jeux d’essai, ...) /
criticité! Documents (procédure,
instruction, enregistrement, ...)
Identitovigilance 5 Formation du personnel Procédure d’identitovigilance du
laboratoire 25PREP06M001
Préparation du 1 Information des patients et Instructions de prélevement
patient préleveurs 00PREP01D002 (manuel de
prélévement)
Type de contenants 2 Formation des préleveurs - Vérification a la réceptign
Recommandé Héparinate de 245PREP04MO001 (réception-des
Li échantillons)
Acceptable sur tube sec ou - Instructions de prélevement
gel, 00PREPP01D003\(fiche technique
Non acceptable EDTA, de prélevement’sanguin)
oxalate, citrate - Criteres d’acceptation/de refus
Nature et volume 1 Contréle a réception 25PREPO1R001 v4 (Catalogue des
de I'échantillon sang analyses, intranet de APHM)
Délai et 1 Gestion logistique (navettes —) 28GRHPOLEQ0?2 (fiche de
m . ! ' formation et d’habilitation des
c température avant enceintes de transport) .
o : préleveurs)
= traitement
b= analytique
s Interférences 1 Formation des préleveurs
3 Contrdle 3 réception
o Prétraitement : 3 Conditions-de Critéres de centrifugation
@ centrifugation, ... centrifugation : 25GRMP02M005D001
g 20007g'a 20°C 10minutes Vérification annuelle par prestataire
= externe
Conditions de 1 Métrologie/suivi des Instructions de conservation
conservation des enceintes 25PREP01D001 v4 (Catalogue des
échantillons (t°, ...) Sondes reliées au logiciel analyses)
Conditions de 2 Thermocontrol (OceaSoft) Procédure de suivi des températures
conservation et (23°C +/- 5°C) 25GRMP02M006
d’utilisation des Métrologie des équipements
réactifs (t°, ...) 00GRMPO03
Exigences 1 Suivi des conditions Exigences / manuel d'utilisation du
3 environpementales environnementales fournisseur
= pour lexmatériel Enregistrements des conditions
= environnementales
—~ Qualité de I'eau 5 Mesure de la résistivité / Surveillance de la résistivité de I'eau
g stérilité (résistivité > 15 m Q
g Surveillance des 5 CIQ/EEQ Enregistrements des maintenances
T O dérives Maintenance/métrologie des 00GRMP02MO001 (utilisation et
l§ -g-' équipements maintenance des équipements)
g g Contamination 2 Respect des conditions Bibliographie
~ opératoires du fournisseur

1 A préciser par le laboratoire, par exemple 1 non critique — 5 trés critique ;
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Informatique 3 Jeux d’essais Enregistrements des jeux d’essai
embarquée Stockage et transmission Contrat de maintenance intégrité des
(paramétrage, des données données/jeux d’essais
étalonnage, 25GRMP0O4M001
connexions,
archivage des
données)
Conservation et 3 Métrologie des enceintes Fiches fournisseur
conditions (cartographie et suivi des
d’utilisation températures)
Acceptation a 3 Acceptation a réception des Marquage CE
réception des réactifs Contrblés a la réception
réactifs, gestion Gestion des stocks Procédure de gestion des stocks (y
des stocks compris acceptation) /Gestion des
@ fournitures 00GRMPO1
-% Reconstitution des 4 Métrologie des pipettes Instructions de reconstitution
8 réactifs, étalons, Respect du mode opératoire Maitrise métrologique des pipettes
= contrdles de reconstitution et gestion 00GRMP03M0Q2
© des stocks (y compris Délai de reconstitution
& acceptation) (Recommandatiors fournisseurs)
3 Température deconservation
= (recommandations fournisseurs)
Limites de la 2 Bibliographie et/ou essai sur | Documents{fodrnisseur, résultats des
méthode (détection, site essais
quantification, QOANARO1 (vérif. Validation de
linéarité, méthode)
3 interférences, ...)
2 Causes 2 Calculs 00ANAPO5 (évaluation des
° d’incertitude de incertitudes de mesure)
= mesure Bibliographie (RICOS erreur totale)
Compétence et 2 Procédure Enregistrements d’habilitation du
= maintien de formation/habilitation du personnel
g = compétence du personnelyplande formation Gestion des ressources humaines
5o personnel LBM 00GHPO1
.% 8 g Fiches d’habilitation des techniciens
Szl 25GRHPO1E003 V 7
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) : sérum

REPETABILITE
Applicable X ; non applicable (& justifier) []
Nombre CV (%) retenu
. de Ecart- CV (%) par le -
e EE valeurs BYEIE type V() fournisseur laboratoire (cf. Gl vl
(N) sourcel)
Sérum PCC1 30 2.145 0.017 0.77 0.8 1.2 (SFBC) conforme
Sérum PCC2 30 3.321 0.021 0.64 0.8 1.2 (SFBC) conforme
Sérum Pool 30 1.777 0.018 1.01 0.8 1.2 (SFBC) conforme
Argumentaire de la conclusion : CONFORME
FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [X] ; non applicable (a justifier) []
Nombre CV (%) retenu
Echantillons de Moyenne S CV (%) CV.(%) par !e Conclusion*
valeurs type fournisseur laboratoire(cf.
N) sourced)
Sérum PCC1 41 2.17 0.028 1.293 0.8 1.6 (SEBC) conforme
Sérum PCC2 40 3.365 0.0376 1.118 0.9 1.6(SFBC) conforme

Argumentaire de la conclusion : CONFORME

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable []; non applicable [X]

Opérateur évalué 1 Essai sur site — résultats de la variabilité
Opérateur évalué 2

Argumentaire de la conclusion :

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicabte [X] ; non applicable (a justifier) []
Nombre |y, 0 Cible | Biais () | Moyenne Biais (%) o
. de générale Biais (%) L

ntillons moyenne P (groupe /groupe / moyenne . Conclusion

valeurs abo et | e (toutes générale limitel

(N) techniques)

antillon o o 1,7
liveau 1 89 2,171 2,183 -0,50 % / -0,87 % (SFBC) conforme
antillon o 0 17
Jiveau 2 90 3,349 3,384 -1,00 % / -0,92 % (SFBC) conforme

Argumentaire de la conclusion : CONFORME

1 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
2 Conforme/non conforme
3 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
4 Conforme/non conforme
5 Conforme/non conforme
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EXACTITUDE_(a partir des contrdles externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Contréles quantitatifs [X] ; Contréles qualitatifs []
. . Cible NP Biais (%)
Eenerillems Valeur Clele (toutes Bl () / toute Biais (%) )
BIORAD (groupe . / groupe . ) Conclusion
Labo . technique ; techniqu limite
EQUAS de pairs) s) de pairs e
Acceptable/
 Cycle 12 2.09 2.16 213 -3.24 1.88 2.3 toutes
échantillon 1 h
techniques
Acceptable/
_ Cycle 12 3.14 3.23 3.17 2.79 0.95 2.3 toutes
échantillon 2 .
techniques
Cycle 12 2.3
échantillon 3 4.03 4.12 4.02 -2.18 0.25 (SFBC) conforme
Cycle 12 2.3
échantillon 4 1.43 1.46 1.45 -2.05 -1.38 (SFBC) conforme
Cycle 12 2,3
échantillon 12 | 3+1° 3,22 3,16 -2,17 -0,32 (SEBO) conforme
Cycle 13 2,3
échantillon 1. 3,1 3,11 3,08 -0,32 0,65 (SFBC) conforme

Argumentaire de la conclusion : conforme /toutes techniques. Echantillons 1 & 2 > limite’ aceeptable/ groupe de
pairs mais écart faible sans impact clinique (A <0.09 mmol/L)

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée:B)
(étude expérimentale possible si pertinente 'en portée A)
Applicable []; non applicable (a justifier) X

Vrais positifs /

Faux positifs

Valeur prédictive négative

Valeur prédictive positive

Argumentaire de la conclusion : technique quantitative

INCERTITUDES DE MESURE (hiv€aux, choix du mode de calcul, interprétation)
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [] ; calcul [X]

Incertitudes calculées Exigence de performances

Calculée a partir de la fidélité
Mode de calcul (cf-SH-GTA 14) : | souhaitable et biais souhaitable Exigence fournisseur : 6,3%
(Ricos, 2014)

Quantification\del'incertitude 1.76 £ 0.098 mmol/L ou 1.76 + 5.587 %
(niveau 1)

Quantification de l'incertitude 3.365 + 0.130 mmol/L ou 3.365 + 3.889 %
(nivead 2) :

Argumentaire de la conclusion (impact sur la zone décisionnelle ?): Incertitude calculée > erreur totale
souhaitable RICOS (2,55%). Incertitude de l'ordre de 5% sans impact sur linterprétation des résultats est
désormais intégrée dans la procédure de validation.

Référence : Validation of methods for routine biochemistry analytes at analyzer series module c501
Biochemia medica, 2011, 21, 182-90 : erreur totale 6,3%

1 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
2 Conforme/non conforme, argumentaire de la conclusion
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LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

Limite de détection : |

LD trouvée ou référence bibliographique

Argumentaire de la conclusion : portée A

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable [X] ; non applicable (a justifier) []

Données
bibliographiques
(fournisseurs,
publications, ...)

Données fournisseur

Méthodes comparées :
méthode précédente,
autre méthode utilisée
dans le laboratoire,
appareils en miroir ou
back-up, EBMD, ...

Analyseur 1 (ancien appareil du laboratoire) versus Analyseur2 6000 N°1

Nombre de mesures :

41

Intervalle de
comparaison adaptée a
I’étendue des mesures

du laboratoire :

De 1.4 mmol/L a 4-1-mmaol/L

Méthode d'exploitation
des résultats :

Droite des _moindres rectangles

Equation de la droite
de régression :

y=)0.98X + 0,0 ; r=0.997

Diagramme des différences (normes de suivi SFBC)

N4

wv)
g 7
8 %2 _\/vv e® o
O
& p o s;.cnxo‘. . o
< 7 T T T )
= L ]
SOV 1)0  =mS=——20 25 30 35 40 45
o
. . © _OIZ 7]
Exploitation des S —
résultats de 04 -
comparaison ’ Analyseur n°1
(diagramme’de
différences,
concordance Di d ¢
catégorielle) : lagramme des rapports
1,05 - °
w)
1,0 ) 8.0 3,5 4,0 4,5
2,95 s
;‘),90 .
[a
@,85 +
=
0,80 -
Analyseur n°1
Argumentaire de la conclusion : CONFORME
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ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Limite de détection : NA

Limite de quantification : (Fiche technique fournisseur CA2 05061482 190 2013-10, V 3.0
Francais)

LQ = 0,20 mmol/L

Limite supérieure de linéarité : (Fiche technique fournisseur CA2 05061482 190 2013-10, V 3.0

Francais)
Limite de linéarité : 5,00mmol/L
Argumentaire de la conclusion : convient aux besoins du laboratoire

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirtthine;

médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer si nécessaire)
Applicable X ; non applicable (& justifier) []
Hémolyse (Fiche technique fournisseur CA2 05061482 190 2013-10, V-3:0 Francais)
Pas d’interférence si indice H < 1000 soit 621 ymol/L>d’hémoglobine
Turbidité (Fiche technique fournisseur CA2 05061482 190-2013x10, V 3.0 Francais)
Pas d'interférence si indice 1.<1000
Bilirubine, ictére (Fiche technique fournisseur CA2 05061482 190°2013-10, V 3.0 Francais)
Pas d’interférence si indice | < 60/50it,1926 pumol/L de bilirubine
Médicaments (Fiche technique fournisseur CA2 05061482,190 2013-10, V 3.0 Francais)
Pas d’interférence décrite

Argumentaire de la conclusion : convient aux besoins du laborateire

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable [, mor-applicable (a justifier) X

Inter échantillon pour les parameétresssensibles (par /
exemple Ag HBS, [/HCG, ...):
Inter réactif si nécessaire (par exemple”: LDH et /

ALAT, cholestérol et phosphate;lipase et
triglycérides, ...) :
Argumentaire de la conclusion=:-rion pertinent pour le paramétre Ca

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

Parametres sensibles testés (t°, pH, position sur un /
support, ...)
Stabilité des réactifs apres ouverture, embarqués, /

Argumentaire de la conclusion : non indispensable en portée A

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils
(étude expérimentale indispensable en portée B en fonction des données démographiques)
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Fiche technique fournisseur CA2 05061482 190 2013-10, V 3.0 Francais
(cf tableau description de la méthode)
Argumentaire de la conclusion : convient aux besoins du laboratoire

Valeurs de référence

SH GTA 04 - Révision 02 110/168



Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion : méthode conforme répondant aux critéres retenus par le laboratoire et utilisée a partir
du 11 juin 2014

Autorisée par : AML Biologiste responsable technique
Signature :
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10.4 Exemple portant sur la recherche d’anticorps érythrocytaires
(Dépistage)

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du parametre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :
Recherche d’Agglutinines Irréguliéres Dépistage (RAID)
sur automate XX du site de XX N° série XX
Vérification en portée A
Vérification initiale réalisée du XX/XX/XXX au XX/XX/XXXX sur le site de XXXX

Processus simple [ ; Processus complexe [J (nombre de sous-processus’: \...)

g

DESCRIPTION DU PROCESSUS \
25

Modalités de vérification/validation :
X 1.  Répétabilité
X 2. Fidélité interpédiare
Recherche X 3. Variabilif€ inter=6pérateurs
d’Agglutinines O 4. Justesse
Irrégulieres X 5. ExStorude
Depistage Eléments a  vérifier | X 6. ((Senkibilité et spécificité analytique
sur(;ﬁ(la?n)ate (argumentation) X <& LJncertitudes
%X du site de LI\ 8> Etendue de mesure
XX N° série X 9. Comparaison de méthodes
XXXXX ¥ 10. Interférences
XI  11. Contamination
O 12. Robustesse et fiabilité des réactifs
O 13. Intervalle de référence

Pour chaque étape,/I€ laboratoire procédera a la vérification / validation des items attendus, et
dupliquera autantgue_de besoin les pages 2 a 8 (évaluation des performances de la méthode) du
présent document.Sicun autre élément du processus lui semble critique, il devra vérifier / valider cette
étape et le préciser dans la conclusion argumentée. C’est cette vérification qui lui permettra de maitriser
ce point critique:

Argumentaire (le cas échéant) :

1 Note : Pour la vérification/validation de méthodes quantitatives, le renseignement des items 1, 2, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12 et 13
est attendu a minima. Pour la vérification/validation de méthodes qualitatives, le renseignement des items 3, 6, 8, 9, 10, 11, 12 et
13 est attendu, a minima.

Le types de vérification (bibliographique ou essais) est a indiquer.

L’absence d’applicabilité de certains items (NA) doit étre justifiée dans le corps du document.
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SOUS-PROCESSUS 1:
Recherche d’Agglutinines Irréguliéres Dépistage (RAID)
sur automate XX du site de XX N° série XX

Portée A [ ; Portée B [] (a justifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Dépistage d’anticorps (Ac) circulants dirigés contre des
antigénes (Ag) érythrocytaires (via un panel de
dépistage) autre que ABO

2\

Principe de la Méthode :

@@

C
N4

je sibilisées adhérent a I'antiglobuline et forment une

Hémagglutination dans microplaque avec lecture \
automatisée des agglutinats par caméra.
%

Les hématies-tests du panel pré-magnétj t mises
en contact avec le sérum ou plasma ient avec un
réalable dans

diluant a la surface d’'un gel distrib@é.a
les puits d’'une microplaque /0y \'€st” adsorbée une
antiglobuline anti-lgG.

Aprés une incubation ’0 minutes a 37°C, la
microplaque est pladée Shr’une plaque aimantée. Les
hématies migre e ent (a travers le gel) au fond du
puits, tandi «4 es éventuels anticorps libres
plasmati t a la surface et n’interférent pas avec
I'antigl

itation, les hématies libres forment un point au
u puits (réaction négative), alors que les hématies

ouche cellulaire plus ou moins grande (réaction positive).

L’automate sécurise le lien échantillon — support
réactionnel — résultat (lecture automatisée des
agglutinats par caméra) et assure la tracabilité des
réactifs utilisés.

Vit

Sang total

Type de récipient@@

Type d'échantillon primﬂx@ A
N>

Tubes utilisables :
- Sang recueilli sur EDTA, citrate ou héparine et
sur tube sec.

Prétraitement de I'échantillon :
Cent ation des échantillons
le etir) = 5min — 25009

2

(préconisation

Centrifugation pour séparer les phases plasmatiques et
globulaire.

Unités :

Pas d’unité : analyse qualitative

Critéres d’interprétation?! :

Résultat qualitatif exprimé en termes d’intensité de
I'agglutinat : réaction sous la forme de croix sur échelle
discontinue de valeur, de « - a ++++ » et « ? » pour des
résultats « non-interprétables » (anticorps faible,
interférences liées a I'échantillon...).

Marquage CE (Oui/Non) :

Oui

21 Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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méthodes de Biologie médicale

Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des

Equipement (instrument, analyseur, etc.) :

Ces équipements font I'objet d’étalonnage et de
vérification métrologique selon la « Procédure
générale de métrologie »

L’automate est un systéme d’analyse entierement
automatisé.

Le logiciel embarqué permet I'obtention du résultat qui
est transféré au concentrateur de données puis vers SIL
du laboratoire.

Instruments intermédiaires :

Centrifugeuse d’échantillons primaires
Enceinte thermostatée a 5°C +/-3°C pour le
stockage des réactifs

Enceinte thermostatée a 5°C +/-3°C pour le
stockage des échantillons sanguins aprées
SIL du laboratoire

analyse
Concentrateur de données Q
P

Informatique :

Référence du réactif :

Panel d’hématies-tests p

o

Supports réactionnelg /

PN

Matériau d'étalonnage (références) :

©
o2

EN

J
N4

&Q
@)
@Q@

comprenant :
Anti-RH1 (anti-D) de titre <4
Anti-FY1 (anti-Fya) de tire <4

Pour le test de contamination : anti-RH1 (D)

Pour la limite de détection : anti-RH1 (D) humain

valeurs :

Type d'étalonn@gﬂﬁmbre de niveaux et

Contrble Qualité Interne (CQI) :

- CIQ quotidien (1fois par jour)
Evaluation Externe de la Qualité (EEQ)
4 par an pour la RAI

B>

V\)
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
méthodes de Biologie médicale

MISE EN CEUVRE

Opérateur(s) qualifié(s) et reconnu(s)
compétent(s) ayant réalisé la Techniciens habilités du laboratoire, stagiaire IUT et
vérification/validation de méthode : cadre médico-technique du laboratoire du site.

Procédure de validation/mode opératoire :

« Procédure de choix et de vérification/validation d'une
méthode »

« Procédure de choix et validation des méthodes
d’analyses au LBM »

« Protocole de qualification d'un automate com I
Immuno-Hématologie Erythrocytaire (IHE) »

« Protocole de vérification/validation d
Recherche d’anticorps anti-érythrocytaives AI)
dépistage et identification et Epr feete de
compatibilité (EDC) »

« Fiche simplifiée pour grification/validation de
méthode : RAI (dépi fdentification) »

Mode operatmx" Dépistage d'anticorps anti-
§ v

érythrocyt
« Prot alidation du transfert informatique des
analyses sur automates vers le logiciel

e oechnlque»

2

Procédure de gestion de la portée flexw

« Procédure de gestion de la portée d'accréditation et
de gestion du changement »

Période d’étude @ ~ curle st
ur le site,
\ Validation technique du XX/XX/XXX au XX/XX/XXXX

N
Date de 1% utili 4 ‘
Sur le site de XXXX, 1¢ utilisation le XX/XX/XXXX

3
s
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
méthodes de Biologie médicale

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

MAITRISE DES RISQUES

parameétre vérifié/validé)

5M

Points critiques

Echelle
de
criticité??

Eléments a maitriser

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Matiere (échantillons)

Identité

Identitovigilance

nationale de
des identités

Procédure
« Gestion
patients »

Formation et inforRation
du personnel

« Procédure d'habilitefion du
personnel LB

Procédure\dex« Prise de poste,
susp&fsioniet réhabilitation »

Riehe» « Criteres et fiche
¢ helbilitation du  personnel
HE »

Procédure de « Maintien des
compétences du personnel
LBM »

Fiche de «Maintien des
compétences du personnel
LBM (hors biologistes) »

Procédure de « Gestion des
évaluations externes de la
qualité au LBM »

Bons de demande
d’examens (prescription)

Non-conformité a réception

Mode opératoire d’

« Aide a la gestion des non
conformités des demandes
d'examens et des
prélevements »

Mode opératoire de

« Réception et enregistrement
des demandes d'examens IHE
au LBM»

Préparation du patient

Information des patients et
préleveurs

Définir les modalités de
prélevement.

« Manuel Prélevement du
LBM »

Type de contenants

Formation des préleveurs

Instructions de prélevement
Critéres d’acceptation/de refus

22 A préciser par le laboratoire, par exemple 1 non critique — 5 trés critique ;
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

MAITRISE DES RISQUES

parameétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
Echelle yérific’ation_expérimentale,
5M Points critiques de Eléments a maitriser Jeux d essal, ) chuments
criticité?? (proce_:dure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
Nature et volume de Controle a réception « Manuel Prélévement du
I'échantillon Tube de sang prélevé sur | LBM»
tube EDTA. o
3 Echantillons sanguins | Mode opératoire de
datant de moins de 72 | « Réception et enregisti€ment
heures des demandes d'ex&nensHE
Volume suffisant au LBM »
Dé_Iai et tempéra?ure avant Gestion _Iogistique Mode opétatoe <Aide a la
traitement analytique (navettes, enceintes de gestiopdes men conformités
3 transport) des degrandes d'examens et
gé&s,prelevements »
Prétraitement : Conditions de
centrifugation, ... centrifugation : Critéres de centrifugation
3 Centrifugation de Mode opératoire de
I'échantillon prirdajre « Centrifugation des
pendant 5 miinutes’a prélévements avant analyse »
2500q
Interférences Fopmation des préleveurs Instruction de formation du
Controle a réception personnel
« Manuel  Prélevement du
LBM »
Mode opératoire de
4 « Réception et enregistrement
des demandes d'examens IHE
au LBM »
Mode opératoire d’« Aide a la
gestion des non conformités
des demandes d'examens et
des préléevements »
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
méthodes de Biologie médicale

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

MAITR

ISE DES RISQUES

parameétre vérifié/validé)

5M

Points critiques

Echelle
de
criticité??

Eléments a maitriser

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

<,

Milieu

Conditions de
conservation des
échantillons (t°, ...)
Conservation des
prélevements — rajout
d’examen

Conditions de
conservation et
d'utilisation des réactifs (t°,
)|

es équipements ont fait

l'objet d’étalonnage et
vérification métrologique
selon la procédure

générale de métrologie

S
&
%

\@§

Durée de conservation des
échantillons apres examen
Reprise de travaux sur ces
échantillons
Métrologie/suivi des
enceintes

Enceintes thermostatées a
5°C +/-3°C pour le
stockage des échantillons
apres analyse et pour le
stockage des réactifs

Instructions de conservation :
Instruction d’utilisation de
'automate

Mode opératoire de « '
p P

des travaux non-cok >

Mode opérateffeNde Gestion
des écha% (conservation

et despric

océdiyre « Le circuit de
au LBM »

« Procédure de Gestion des
Equipements Biomédicaux »

« Procédure de Gestion de la
Maintenance Corrective des
Equipements Biomédicaux »

« Procédure de Gestion de la
Maintenance Préventive des
Equipements Biomédicaux »

Contrats de maintenance
préventifs et curatifs
Certificats d’étalonnage
(tachymétrie, gravimétrie,
température)

Enregistrements métrologiques
des enceintes réfrigérées : suivi
par le logiciel Labguard

Mode opératoire
« Qualification des enceintes a
températures controlées »

Mode opératoire
« Maintenance et nettoyage du
matériel du laboratoire »

Mode opératoire « Conduite a
tenir en cas de panne d'un
matériel »

Certificats d’étalonnage
(tachymétrie, gravimétrie,
température)
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

MAITRISE DES RISQUES

parameétre vérifié/validé)

5M

Points critiques

Echelle
de
criticité??

Eléments a maitriser

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Milieu

Exigences
environnementales pour le
matériel ou 'opérateur

Conditions
environnementales
(statiques et/ou
dynamiques dans le temps)
Lecture a la lumiére du jour

Exigences / manuel d’utilisation
du fournisseur

Instruction d’utilisation dg
'automate

Enregistrements’des conditions
environnementales : suivi par
le logiciel gsabgward. La sonde
d’ambjanhcesdes laboratoires
est pragrammeée sur 21°C +/-
FC

i« Grille de qualification
opérationnelle des locaux
transfusionnels »

Procédure « Nature, utilisation
et gestion des contrbles
internes de qualité au
laboratoire »

(équipements

Matériel

Qualité de I'eau

Mesure de la résistivité /
stérilité

Tracabilité des vérifications
Non applicable

SH GTA 04 - Révision 02

119/168



Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

MAITRISE DES RISQUES

parameétre vérifié/validé)

5M Points critiques

Echelle
de
criticité??

Eléments a maitriser

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Surveillance des dérives

Matériel (équipements)

Périodicité des
maintenances

Maitrise des équipements
(suivi meétrologique,
raccordement, ...)

Enregistrements des
maintenances
Fiche « Opération de
maintenance »

Mode opératgife
« Maintenance\et wettoyage du
matérigp d\yaRoratoire IHE »

Tracabilité métrologique
¥ Prgcédure générale de
tnefrologie »

Cf. rapports de maintenance
préventive ou constat de
vérification

CIQ/EEQ

La surveillance des dérives est
également effectuée par le
suivi des CIQ et EEQ

Procédure « Gestion des
évaluations externes de la
qualité au LBM »

Procédure « Nature, utilisation
et gestion des contrbles
internes de qualité au
laboratoire »

Mode opératoire de « Gestion
des indicateurs qualité au
laboratoire »

Contamination

Matériel (équipements)

Respect des conditions
opératoires du fournisseur

Bibliographie et/ou
enregistrement de I'essai sur
site

Instruction
'automate
Notice fournisseur

d’utilisation de

Procédure « Prise de poste,
suspension et réhabilitation »

« Critéres et fiche d'habilitation
du personnel IHE »
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

MAITRISE DES RISQUES

parameétre vérifié/validé)

5M Points critiques

Echelle

de

criticité??

Eléments a maitriser

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Informatique embarquée
Cf. Fiche de validation

réalisé le 27/10/2021

Matériel (équipements)

« Transfert informatique »

Paramétrage, étalonnage,
connexions, archivage des
données, ...

Non interprétation de
'automate nécessitant une
lecture par le technicien
(hémolyse, etc...)

Jeux d’essais des transferts
automates —Concentrateur de
données - SIL.

« Protocole de validatiaf du
transfert informatiqug des
résultats d’analyges sy
automates velS le\logiciel
médico-teghnigue »

Enregistrements des jeux
d’éssai

Aldogithmes décisionnels du
goricentrateur de données

Transfert automate
bidirectionnel du SIL vers
automate via le concentrateur
de données

Mode opératoire « CAT en cas
de panne d'un matériel »

Mode opératoire « Conduite
tenir en cas de panne
informatique »

Procédure « Fonctionnement
en mode dégradé dans le
LBM »
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

parameétre vérifié/validé)

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,

Echelle . e . /D t
5M Points critiques de Eléments a maitriser Jeux d'essal, i) ocuments
criticité?? (proce_:dure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire
Conservation et conditions Métrologie des enceintes | Fiches fournisseur
d’utilisation (cartographie et suivi des | Tracabilité métrologique
températures) « Grille de qualification
opérationnelle des locaux=>.
Enregistrements decondiions
environnementgés. D sonde
d’ambiance dy{laboratoire est
programmge S un intervalle
de 2122 +(\3"€
3 ode opératoire de
KBQualification des enceintes a
weMpératures controlées »
Mode opératoire de
~ « Maintenance et nettoyage du
’Ig matériel du LBM »
s
2 Procédure de « Prise de poste,
] suspension et réhabilitation »
O
g « Critéres et fiche d'habilitation

du personnel »
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

MAITRISE DES RISQUES

parameétre vérifié/validé)

5M

Points critiques

Echelle
de
criticité??

Eléments a maitriser

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

Gestion des stocks

Acceptation a
des réactifs
Gestion des stocks

réception

Procédure de gestion des
stocks (y compris acceptation a
chaque livraison)

« Gestion des ygactifs\et
consommables ay LBM »

Procégare\wSoantrole et
validatigft 2’réception des
peactifs'et consommables »

&% Formulaire de contrble a
féception de réactif, réactant et
consommable »

« Liste des réactifs et
fournisseurs critiques par
analyse et des fournisseurs de
prestation pour le LBM »

« Liste des analyses _
Matériel critique utilisé _
Fournisseurs »

Mode opératoire
« Réactovigilance »

Inventaire mensuel
Abonnement

Reconstitution des
réactifs, étalons, contrbles

Métrologie des pipettes
Respect du mode
opératoire de reconstitution
et gestion des stocks (y
compris acceptation)

Tragabilité métrologique
Instructions de reconstitution
Non applicable

Méthode

Limites de la méthode
(détection, quantification,
linéarité, interférences, ...)

Données bibliographiques :
Notices, documents,
spécifications du fournisseur

Méthode

Causes d’incertitude de
mesure

Calcul des incertitudes de
mesure (non quantifiable
pour les méthodes
qualitatives)

Non applicable: méthode

qualitative
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

MAITRISE DES RISQUES
(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

parameétre vérifié/validé)

5M Points critiques

Echelle

de

criticité??

Eléments a maitriser

Moyens de maitrise
(formation du personnel,
vérification expérimentale,
jeux d’essai, ...) / Documents
(procédure, instruction,
enregistrement, ...) avec les
références du SMQ du
laboratoire

de compétence
personnel

Main d’ ceuvre (Personnel)

Compétence et maintien

du

Formation et évaluation
des compétences du
personnel, plan de
formation

Enregistrements des
compétences du persannel

« Procédure d'hakflitatior® du
personnel LBM

Procédurex Plise ‘de poste,
suspepsionetrehabilitation »

«Criteres et fiche d'habilitation
@ personnel IHE »

« Maintien des compétences
du personnel LBM (hors
biologistes) »

« Suivi des compétences du
personnel LBM »

Attestation de formation
fournies par le fournisseur

Disponibilité du personnel
pour assurer le respect de
la procédure (par exemple
tests a lecture subjective)

Tracabilité de I'occupation des
postes de travail

Tracabilité de I'occupation des
postes dans le logiciel de
gestion du temps de travail

« Planning du service »

SH GTA 04 - Révision 02

124/168



Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
méthodes de Biologie médicale

Aprés analyses des points critiques, nous n’observons aucun risque résiduel.

Tous les points critiques relevés sont maitrisés par les éléments indiqués et surveillés par le
laboratoire par le biais des Fiches de Non-Conformité.

Eléments de suivi mis en place :

- Surveillance des CIQ : « Nature, utilisation et gestion des contréles internes de qualité
au LBM »

- Surveillance des résultats des EEQ : « Gestion de I'Evaluation externe de la Qualité du
LBM »

Eléments de dysfonctionnement et analyses de tendance :

- A travers les dysfonctionnements (FNC): « Gestion des non-conformité s
réclamations clients et des dérogations » @
I%»

- Atravers les indicateurs : « Gestion des indicateurs qualité au Iaboratoi&
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, ...) : sang total

REPETABILITE

Applicable [ ; non applicable (a justifier)

Nombre CV (%) retenu
. Ecart- . CV (%) par le N
Echantillons | de v(?\:)eurs Moyenne type CV (%) fournisseur laboratoire (cf. Conclusion
source?®)
ClQ 30 NA* NA* NA* NA* NA* Conforme

*méthode qualitative

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : 5 passages d'un méme CIQ le méme jour par le méme opérateur dans les mémes ggfiditions’sur 6 CIQ

différents
Résultats :

Répétabilité

<

Echantillons

Opérateur

Date

Résultat

Conelusion

CQl UPR RH1
Lot 9171822

Yoann

20/04/2021

POS

POS:

POS,

POS

POS

Conforme

SERACQI D
Lot 405000

Yoann

20/04/2021

POS

POS

POS

POS

POS

Conforme

CQl UPR FY1
Lot 9171822

Yoann

20/04/2021

3+ POS

3+ POS

3+ POS

3+ POS

3+ POS

Conforme

SERAZEQIMEYA
Lot 405000,

Yoann

20/04/2021

2+ POS

2+ POS

2+ POS

1+ POS

2+ POS

Conforme

CQl UPR NEG
lot 7111822

Yoann

20/04/2021

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

Conforme

SERA CQl NEG
Lot 405000

Yoann

20/04/2021

NEG

NEG

NEG

NEG

NEG

Conforme

Performance attendue : répétabilité avec un maximum 1+ de différence entre les passages.

Conclusion : Répétabilité conforme aux performances attendues.

23 Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
24 Conforme/non conforme
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable [ ; non applicable (a justifier)

Nombre CV (%) retenu
. Ecart- . CV (%) par le . 5
Echantillons | de v(?\:;aurs Moyenne type CV (%) T laboratoire (cf. Conclusion
source?)
ClQ 5 par CIQ NA* NA* NA* NA* NA* Conforme

*méthode qualitative

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : 5 passages d’'un méme CIQ en faisant varier le jour de passage sur 6 CIQ différents.

Résultats :

Perfofmance attendue : fidélité intermédiaire avec un maximum 1+ de différence entre les passages.

Fidélité Intermédiaire
Echantillons Opérateur Date Résultat Conclusion
12/04/2021 3+ 3+ - POS
CQl UPR RH1 14/04/2021 3+ 3+ - POS
Lot 9171822 Yoann 15/04/2021 4+ 3+ o POS conforme
20/04/2021 3+ 3+ - POS
21/04/2021 3+ 3+ - POS
12/04/2021 - 3+ 3+ POS
14, 2 -
CQl UPR FY1 /04/2021 3+ 3+ POS
Yoann 15/04/2021 - 3+ 3+ POS conforme
Lot 9171822
20/04/2021 - 3+ 3+ POS
21/04/2021 - 3+ 3+ POS
12/04/2021 - < < NEG
14/04/2021 - 3 - NEG
CQl UPR NEG
Q Yoann 15/04/2021 - - - NEG conforme
lot 7111822
20/04/2021 - - - NEG
21/04/202% - - - NEG
12/04/2021 A+ 4+ - POS
14 2021 4 4 - P
SERA CQI D /04/20 S 05
Ine 405000 Yoann 15/04/2021 4+ | 4+ - POS conforme
20/04/2021 4+ 4+ - POS
21/04/2021 4+ 4+ - POS
12/04/2021 - 3+ 2+ POS
14/04/2021 - 3 2 POS
SERA CQI FYA /04/ A
Yoann 15/04/2021 - 3+ 2+ POS conforme
Lot 405000
20/04/2021 - 3+ 1+ POS
21/04/2021 - 3+ 2+ POS
12/04/2021 - - - NEG
SERA CQI NEG 14/04/2021 . - - NEG
Lot 405000 Yoann 15/04/2021 - - - NEG conforme
20/04/2021 - - - NEG
21/04/2021 - - - NEG

Conclusion : Fidélité intermédiaire conforme aux performances attendues
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable [ ; non applicable []

Mar

Sop

Aga

Ana

Cha

Conforme

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : 5 passages d’'un méme CIQ en faisant varier 'opérateur sur 6 CIQ différents.

Résultats
Variabilité inter-opérateur
Echantillons Opérateur |Date Résultat Conclusion
Marjorie A+ 3+ - POS
i + + -
QI UPR RH1 Sophia 4 3 POS
Lot 5171822 Agathe 22/04/2021 |3+ 3+ - POS conforme
Anais 4+ 3+ - POS
Charléne 3+ 3+ - POS
Marjorie - 3+ 3+ POS
hi - + + P
caiuprFyr  PoRhia 3 3 05
Agathe 22/04/2021 |- 3+ 3+ POS Conforme
Lot 9171822 -
Anais - 4+ 3+ POS
Charléne - 4+ 34 POS
Marjorie - - > NEG
CQIUPRNEG  [2oRhia - - - NEG
Agath 22/04/2021 |- - - NE Conf
lot 7111822 ga" e /04/20. G onforme
Anais - - - NEG
Charléne - s - NEG
Marjorie 4+ 4+ - POS
i + + -
SERA CQI D Sophia 4 4 POS
Lot 405000 Agathe 22/04/2021 4+ 4+ - POS Conforme
Anais 4+ 4+ - POS
Charléene 4+ 4+ - POS
Marjorie - 3+ 2+ POS
Sophi - 3+ 2+ POS
e AOZtP:ae 22/04/2021 3+ 2+ POS Conforme
Lot 405000 |~
Abals - 3+ 2+ POS
Charléne - 3+ 2+ POS
Marjorie - - - NEG
SERA\CQuNEG [2oRhia - - - NEG
Agathe 22/04/2021 |- - - NEG Conforme
Lot405000 "
Anais - - - NEG
Charléne - - - NEG

Perfdrmance attendue :

variabilité avec un maximum 1+ de différence entre les opérateurs.
Conclusion : Variabilité inter-opérateur conforme aux performances attendues
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
méthodes de Biologie médicale

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) <

Nombre : i (@ Moyenne i fTE
_ e valeurs Cible Biais (%) générale Biais (%) Biais (%) -
Echantillons valeurs Labo (groupe /groupe (toutes / moyenne Limite? Conclusion
(N) de pairs) de pairs techniques) générale

Argumentaire de la conclusion :

NA, analyse qualitative

EXACTITUDE (a partir des contrbles externes ponctuels : EEQ/CNQ)

Contréles quantitatifs [] ; Contréles qualitatifs [

Valeur Cible Cible Biais (%) | Biais (%) / Biais (%) x
Echantillons (groupe (toutes / groupe toute S 4° Co
Labo - . . . limite
de pairs) | techniques) de pairs technique
EEQ Positif Positif positif NA* conforme

*méthode qualitative

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : Une approche de I'exactitude est réalisée par I'analyse des résultats KEE®Q
Critere de performance attendu : résultat identique au résultat attendu = 100% de\spsCordance

Conclusion : exactitude conforme aux performances attendues

SENSIBILITE et SPECIFICI
(étude expérimentale indi
(étude expérimentale possi

Applicable [ ; no

\ Vv
@LYTIQUE

e en portée B)
rtinente en portée A)
licable (a justifier) []

Vrais positifs 159
Faux positifs 2

Vrais négatifs 220
Faux négatifs 19

Fidélité

(VP/(VP+FP)*100 = 99%

Justesse

((VP+VN)/(VP+VN+FP+FN))*100 = 95%

Partie 1

Argumentaire de lagorclusion :

Méthode : pasgagg’de 200 échantillons de spécificité connue (160 positifs et 240 négatifs) : comparaison entre le
résultat du depistage sur automate et le résultat attendu en fonction de I'absence/présence d’anticorps dans le

sérum\ggpatient.

RésNMELs :

Fidélité : (VP/(VP+FP)*100 = 99%
Justesse : (VP+VN)/(VP+VN+FP+FN))*100 = 95%
Critere de performance attendu : Une méthode qualitative est d’autant plus fidele et juste que les valeurs sont

proches de 100%

Conclusion : Le dépistage RAI est une méthode juste et fidéle.
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

Partie 2
Stabilité des échantillons

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : étude de la stabilité des échantillons par réalisation de I'analyse a JO, 24H a température ambiante, J7
a 5°C +/- 3°C (N°305584774,305585037,305584936,305584880,305585380,305592521,305592394 et CQI
réalisés sur le site)

Critere de performance attendu :100% de concordance : un test négatif doit rester négatif et un test positif doit
rester positif avec au maximum 1+ de différence entre les deux résultats

Résultats :
Stabilité des échantillons

. Jo Conservation 24h a T° ambiante =J1 Conservation 7 jours a 5°C +/-3°C =17
" patient Date Résultat Date Résultat Conclusion Date Résultat Conclusion
108424774 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108424740 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/20 | - - - NEG conforme | 27/04/21 | - - - NEG
108424707 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG
108424693 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG
108424651 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme | 27/04/21 | - - - NEG
108424626 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108424731 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108424600 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108424618 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108424758 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - -47- NEG conforme
108424750 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - A\F NEG conforme
108424758 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 f~ - N\ NEG conforme
108424898 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21N\~" A - NEG conforme
108424871 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/22 - - NEG conforme
108424901 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 )} - - - NEG conforme
108424961 20/04/21 - - - NEG 21/04/21 - - - NEG conform 27/04/21 - - - NEG conforme
108424944 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conf & 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425258 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG [« 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425282 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG m 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425312 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG co§’o e 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425304 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG forme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425339 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG [> conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425321 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425401 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - -/7- NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425380 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | -2 -\\ - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108430022 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 [<& ~< - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108430120 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | -\ - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108430057 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21N| ~» - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108430081 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/20. V- - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108430065 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108430031 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425363 | 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425266 20/04/21 | - - - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425240 20/04/21 | - - 3 NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425193 20/04/21 | - - z NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108424952 | 20/04/21 |+ ) - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425215 20/04/217| \= - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
108425134 | 20/047214 - .- - NEG 21/04/21 | - - - NEG conforme 27/04/21 | - - - NEG conforme
cal:T- 14/09/22~ - - NEG 15/09/21 | - - - NEG conforme 21/09/21 | - - - NEG conforme
cQl: Fya 14/09/21 | 4+ - 4+ POS 15/09/21 | 4+ - 3+ POS conforme 21/09/21 |3+ - 3+ POS conforme

cal: B 14/09/21 | 3+ 3+ - POS 15/09/21 | 2+ 3+ - POS conforme 21/09/21 | 3+ 3+ - POS conforme
305584774-1~14/09/21 | (+) 1+ (+) POS 15/09/21 | (+) 2+ (+) POS conforme 21/09/21 | (+) 2 (4) POS conforme
305584936, 14/09/21 |1+ 1+ 1+ POS 15/09/21 [ 1+ 2+ 1 POS conforme 21/09/21 |(+) 1+ 1 POS conforme
305584880 14/09/21 | 4+ 4+ (+) POS 15/09/21 | 4+ 4+ (+) POS conforme 21/09/21 | 4+ 4+ (4) POS conforme
305585380 14/09/21 | - 3+ - POS 15/09/21 | - 4+ - POS conforme 21/09/21 | - 4+ - POS conforme
305592521 | 21/09/21 |4+ 4+ - POS 22/09/21 | 4+ 4+ - POS conforme 28/09/21 | 4+ 4+ - POS conforme
305592394 21/09/21 | 4+ - - POS 22/09/21 | 4+ - - POS conforme 28/09/21 | 4+ - - POS conforme
108444783 | 04/05/21 |2+ 2+ 2+ POS 05/05/21 |2+ 2+ 2+ POS conforme 11/05/21 | 2+ 2+ 1+ POS conforme
108445194 | 04/05/21 |1+ 3+ - POS 05/05/21 |2+ 3+ - POS conforme 11/05/21 |2+ 3+ - POS conforme
108447111 05/05/21 | (+) 1+ - POS 05/05/21 |1+ 1+ - POS conforme 12/05/21 | 1+ 1+ - POS conforme

Conclusion : Stabilité des échantillons conforme aux performances attendues.
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [< ; calcul []

Exigence de
performances

Incertitudes calculées

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : Une analyse de risque est réalisée tout au long du processus

Critere de performance attendu : absence d’interférence résiduelle

Résultats : les éléments vérifiés lors de la validation de méthode montrent qu’il n’y a pas de risque résiduel.
Conclusion : incertitude de mesure conforme aux performances attendues.

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)

(Etude expérimentale possible si pertinente en portée A) \
Applicable [ ; non applicable [] s @

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : RAI dépistage sur automate réalisé sur une gamme de dilution préparée a partjr §gf&talon de référence
anti-RH1 standard (INTS)

Critere de performance attendu : détection d’un anti-RH1 a 10ng/mL

Résultats : détection de I'anti-RH1 entre 0,288 et 0,575ng/mL

Limite de détéction f\\\)/
Dilution Concentration en ng/n‘t@\\\d@al s
0 920,000 B
1 18,400 2+ [ 4+ | -
2 9,200 2+ [ 3+ -
3 4,600 1+ 2+ | -
4 2,300 (#) | 1+] -
5 1,150 ] -
6 0,575 - ()] -
7 0,288 -1 - -
8 0,144 - -] -
9 0,072 -1 -1 -
10 0,036 - -] -

Conclusion : Lmiese détection conforme aux critéres de performance attendu.
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méthodes de Biologie médicale

COMPARAISON DE METHODES :
Applicable [ ; non applicable (a justifier) []

Données bibliographiques (fournisseurs, Fiche technique fournisseur

publications,...) : « Liste des documents externes et bibliographie »

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le | Automate de référence comparé aux deux autres

laboratoire, appareil en miroir ou back-up, EBMD : automates du LBM
Nombre de mesures :
Site pilote :
e Au moins 20 échantillons dépourvu de tout allo | « Protocole de vérification/validation de méthode :
anticorps avec I'ancienne méthode Recherche d’Anticorps anti-érythrocytaires (RAI)
e Au moins 20 échantillons de patient immunisés | dépistage et indentification et épreuve dire
(les spécificités des anticorps doivent regrouper | compatibilité » @
les systemes les plus immunogénes (RH, KEL,
FY, JK et MNS), inclure des anticorps de faible | « Fiche simplifiée pour la vérificat ation de
concentration réagissant uniqguement avec les | méthode : RAI dépistage et |dent| on »
hématies homozygotes pour I'antigéne
correspondant / v
Vv

Intervalle de comparaison adaptée a I’étendue des

A '
mesures du laboratoire : Recherche d. IC

dépistage epARdeRt '
Critere de performance attendu : 8

100% de concordance entre les méthodes
comparées en terme de positivité.

pIifiée pour la vérification/validation de
- RAI dépistage et identification »

Méthode d'exploitation des résultats : hé\\ A, analyse qualitative
Equation de la droite de régression/)' (C )) v NA, analyse qualitative
Diagramme des différences et/ou des r NA, analyse qualitative

\/\/
Argumentaire de la conclusion :

Méthode : Etude de corrélation
Critere de performance atten

Résultats : Sur 400 éc %

\\épﬁmat deépistage

automa neg

comanson
\V/

aison de méthode) entre les automates.
*00% de concordance en termes de positivité.
stés, 27 discordances décrites ci-dessous :

v Parmi les 12 échantillons retrouvés pos sur 'automate de référence et neg en technique carte gel : 3 anti-
RH1 et 1 anti-JK1 en limite de méthode, 4 faux positifs, 1 anticorps anti-Cw dont la détection n’est pas
une obligation réglementaire en dépistage, 1 anti-MNS2, 1 anti-JK1 et 1 anti-FY1 de faible intensité.

e Parmi les 15 échantillons retrouvés neg sur I'automate de référence et pos en technique carte gel : 6
anticorps dont la détection n’est pas une obligation réglementaire en dépistage (2 anti-LE, 1 anti-P1, 2
anti-RH8, 1 anti-KEL3), 2 anti-MNSL1 et 2 anti-RH3 de nature IgM , 1 faux positif, 1 anti-KEL1 et 1 anti-
MNS3, 1 anti-E et anti-C en limite de méthode.

Les discordances sont acceptables aprés analyse compte tenu du fait que chaque technique présente ses propres
limites de détection.

Conclusion : Comparaison de méthode conforme aux performances attendues
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L2 Guide Technique d’Accreditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :
troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) <

Argumentaire de la conclusion :
NA, analyse qualitative

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour : Hémolyse, turbidité, bilirubine,
médicaments, ... - a prendre en compte dans les facteurs de variabilité - a évaluer si nécessaire)
Applicable [ ; non applicable (a justifier) []

Hémolyse
Fiche technique fournisseur :
ictére
« Manuel Prélevement du LBM »
lipémie
« Gestion des non-conformités a réception des demandes d’examans™>
microtube
« Bon de demande d'examens »
daratumumab

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : Si possible, réalisation d’une analyse de risque en testant\d€s~€chantillons de patients particuliers
(hémolyse, traitement, microtubes)
Critere de performance attendu : absence d’interférence pour patiefyts particuliers testés.

Intg@m
n° patient Particularité f Bgte Résultat Conclusion
4

108108442 Microtub€s 12/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
108413527 Microtubes 12/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
108413501 Microtubes 12/04/2021 Conforme |Pasd'interférence
108416372 Microtubes 12/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
108416534, Plasma hémolysé 14/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
108417859 Plasma hémolysé 15/04/2021 Conforme [Pas d'interférence
108417875 Plasma hémolysé 15/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
108418260 Plasma hémolysé 15/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
108423131 Plasma trés hémolysé 21/07/2021 Conforme |Pas d'interférence
108434729 Plasma trés hémolysé 23/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
404289870 Traitement Daratumumab 15/04/2021 Conforme |Pasd'interférence
504289870 Traitement Daratumumab 15/04/2021 Conforme |Pas d'interférence
305429302 Traitement Daratumumab 15/04/2021 Conforme |Pasd'interférence

Conclusion : 'hémolyse, les microtubes ainsi que le traitement par Daratumumab n’entrainent pas d’interférences
sur la RAID : résultat conforme aux performances attendues.
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)

(Etude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable [ ; non applicable (a justifier) []

Argumentaire de la conclusion :

Méthode : L’absence de contamination a été vérifiee en analysant 8 échantillons positifs (CIQ anti-RH1) alternés

avec 8 échantillons négatifs

Performance attendue : absence de contamination inter échantillon (résultat négatif reste négatif et résultat positif

reste positif)

Résultats :

Ordre de
passage sur
l'automate

N°Patient

Résultat

Conclusion

Z

9000800680
9000800698
9000800701
9000800710
9000800728
9000800736
9000800744
9000800752

Positif

Positif

Positif

Positif

Positif

Positif

Positif

Positif

9000800761
9000800779
9000800787
9000800795
9000800809
9000800817
9000800825

9000800833

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

Négatif

échantillons

Conforme =pas de
contamination inter-

Conclusion : L’étude m@nirg\'absence de contamination inter-échantillons ce qui est conforme aux performances
attendues. Au-dela@e)) étude, pas d'impact étant donné que chaque dépistage positif donnera systématiquement
lieu a une idengificatian.
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n Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
méthodes de Biologie médicale

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(Etude expérimentale indispensable en portée B)
(Etude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) <]

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position sur un

Fiche technique fournisseur
support, ...)

Respect des exigences fournisseurs

Stabilité des réactifs apres ouverture, embarqués, Fiche technique fournisseur

Respect des exigences fournisseurs

Argumentaire de la conclusion :

NA, respect des recommandations fournisseur.

Les fiches techniques des réactifs (en particulier celle des hématies) indiquent les conditions de conservation
(durée, température) : les réactifs sont utilisés selon les recommandations du fournisseur.

expérimentale indispensable en portée B)

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données démogr@ue?(étude
Applicable (] ; non applicable [ P %

Argumentaire de la conclusion :
NA, analyse qualitative.

\/
DECLARATQ@T(TUDE
Conclusion :

L’ensemble de ce rapport permet de déclgren« gonforme » la méthode de Recherche
d’Agglutinines Irréguliéres Dépistage\RAWD) sur automate XX N° série XXXXX sur le site de
XXXX a partir du XX/XX/XXXX

Autorisée par : YYY YYYY — XXX/XAX

Signature
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Guide Technique d’Accréditation de vérification (portée A) /validation (portée B) des
meéthodes de Biologie médicale

11 TESTS STATISTIQUES A L’'USAGE
VERIFICATION/VALIDATION DE METHODES

DE LA

La distribution des valeurs biologiques est définie par sa moyenne et sa variance (écart-type).
L’'objet de cette annexe est de proposer des outils statistiques pour confronter les
caractéristiques des distributions.

L’'objectif n'est pas de fournir des bases mathématiques mais d'illustrer avec des cas
d’application comment choisir le test statistique le plus adapté au plan expérimental.

11.1 Répétabilité, Fidélité intermédiaire : détermination de I'intervalle de
confiance du CV

11.1.1 Qu’est-ce qu’un intervalle de confiance ?

Au préalable de la comparaison de moyennes ou deux écart-types ou detux CV, il estimportant
de définir lintervalle de confiance (IC). Le seuil de 95% IC .fait”aujourd'hui l'objet d'un
consensus pour de nombreux domaines, il signifie qu'on admet.un)risque d'erreur de 5%. Un
intervalle de confiance a 95% est une plage de valeurs pour laquelie il est certain a 95% qu'elle
contient la vraie moyenne de la population.

Plus la taille de I'échantillon (n) est importante plus l'intervalle est fin avec un méme degré de
confiance (Cf. Figure 1)

150- - ]
. 95% CI v %%C | .. .. oesucl
100 * l {1 “ie I =
* *
» L .
. Xt | 10 N=150
0
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Figure 1 : Impact de la taille de I'’échantillon sur l'intervalle de confiance.
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11.1.2 Détermination d’un intervalle de confiance

Intervalle de confiance

n > 30 échantillons Ecart type (n < 30 échantillons)
_ s — S —
Moyenne ICm=+1tx NG ICm=+1tX = avec ddl = n-1
Ecart type ICs=+t X % Borne inférieure (coefficient KI) =

V2n
n—-1
2,2
\/z 1-3

Borne supérieure (coefficient KS)
n—1
x %

CV% ICcvos= + t X — Borne inférieure (coefficient KI) =

V2n
n=1
23-%
\IZ 13

Borne supéfieure (coefficient KS)
n—1

2

a
22

Pourcentage _
g ICo = + t X @

n = nombre d’échantillons,

m = moyenne

s = écart type,

CV coefficient de variation

t = coefficient recherche dans la table t de/Student en fonction du nombre de degré de liberté ddi=n-
1

ZZ

Exemple : Un laboratoire-a réalisé un essai de fidélité intermédiaire pour valider sa méthode
de dosage de I'Afanitib\par/LC-MS/MS. Il obtient une premiére serie de 10 résultats pour le
niveau 40 ng/mL guiest.utilisée pour établir le CV de la méthode :

nb d’essai 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Résultats 49,97 43,96 45,87 38,05 34,14 35,10 36,39 42,15 | 42,75 37,38

Valeur moyenne de cet échantillon : m = 40,27

L'écarttype : s=4,612

CV% = 11,5, pour une limite acceptable de 15% pour le CV% (EMA 2011) le laboratoire conclut
a la conformité.

Calcul de l'intervalle de confiance de ce CV% :

e Compte tenu de l'effectif de cet échantillon qui est inférieur a 30, le laboratoire
détermine :

- la borne inférieure (coefficient K1 ) : KI = /Lla
Khi2 1—;

- la borne supérieure (coefficient KS) : KS = /Knh%;g
2
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L’intervalle de confiance pour la borne inférieure avec Kl = /2;’70 = 1,825 est de 9,4% avec le
calcul suivant : 0,115 — (1,825 x 0,115). Soit la borne inférieure du CV% = 20,9 - 11,5 =9,4.

L’intervalle de confiance pour la borne inférieure avec Kl = ’% = 0,716 est de 19,7% avec
le calcul suivant : 0,115 — (0,716 x 0,115). Soit la borne supérieure du CV% = 11,5 + 8,2 =
19,7.

Conclusion : La conformité ne peut étre déclarée si on considére l'intervalle de confiance IC
95%.

e Le laboratoire poursuit son essai de fidélité et obtient les 21 valeurs supplémentaires
suivantes (n = 31).

nb d’essai 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Résultats | 38,18 | 44,47 | 41,46 | 43,73 | 34,73 | 36,81 | 41,29 | 45,01 | 41,98 |.43,20 | 46,70

nb d'essai 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Résultats 49,20 | 37,20 | 38,90 | 37,03 | 41,20 | 42,32 | 45,00 | 43,20 | 41,30 | 42,30

Valeur moyenne de cet échantillon : m = 41,22

L’écart type : s = 3,918

CV% = 9,50, pour une limite acceptable de 15% pour leS €Y% (EMA 2011) le laboratoire conclut
a la conformité.

Le laboratoire détermine I'intervalle de confiancede son CV% selon la formule suivante

1€~ T1.

[}
N
S

n = nombre d’échantillon

m = moyenne

s = écart type

t = 1.96 (car n > 30t est-déterminé sur table de t de Student en annexe pour un risque a =
0.05, bilatéral et undegreé de liberté ddl n-1)

L’intervalle deconfiance du CV% = 9.50 + 2.37 (1.96 x 1.21) soit [IC95% 7.13 -11.87]
Pour une-limite acceptable de 15% pour le CV% (EMA 2011) le laboratoire conclut a la
conformité.

Remarque : Il est également possible d’estimer l'intervalle de confiance pour des effectifs n<30
en utilisant la table de t Student.

En reprenant les résultats pour les 10 résultats :

Valeur moyenne de cet échantillon : m = 40,27

L’écart type : s=4,612

CV% =11,5

L’intervalle de confiance peut étre estimé a 11.5 £ 5.82 (to=0.05ddi= 9= 2.262) : [IC 95% = 5.68-
17.32]
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Le choix d'un test statistique dépend de plusieurs facteurs notamment (Cf. tableau

ci-dessous) :

- La nature des variables,
- Du type de comparaison
- De l'effectif de I'échantillon (n)

Tests paramétriques

Variables quantitatives

Types de tests non
paramétrigues

o N
Type de comparaison g:?g#f&?f Type de test | Vérifications (A
une moyenne & une N
moyenne théorique effectifs de : &
chaque série TestZ ? assurerr?fe m\v
deux séries non (n1 et n2) (loi normale | '@ ”nga' € %xon-Mann-Whitney
appariées doivent étre centrée dela Sinietn; > 10
- eri 3 aduite) CIEnIRTe)y A Wilcoxon
deux séries supeneurs a re des valeuts L se s
Comparaison de appariées 30 Si paires de différence non-nulle
moyennes >20
une moyenne a une
moyenne théorique N \ariances
Effectifs Test i des
de deux Séries non d’une séries @ pOpulationS
appariées <30 doivent étre
de deux séries identiques
appariées A
Veérifier I'égalité de Y
variances dans un @
test t de Student ”\v“ Test de
Comparaison de %\/ Fisher
Comparaison deux moyennes pal\
de variances une analyse dé§§
variancﬁ
Comp. Kruskal Wallis
plusieu ANOVA / Si effectifs des séries > 10

deux échantillons

pour des séries
appariées

Variables qualitatives

MANOVA

Test y?de Mac Nemar
Si Le nombre de paires
discordantes doivent étre > 10

Comparaison des
sensibilités ou
spécificités en %
de deux tests
qualitatifs

Test de Fisher ou Test de y?de
Pearson
Les effectifs théoriques > ou =5
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11.3 Les tests paramétriques et épreuves de normalité

Les tests paramétriques contrairement aux tests non paramétriques fonctionnent en
supposant que les données dont on dispose suivent un type de loi de distribution connu, en
général la Loi normale. 1l est donc prudent de s’assurer d'une distribution
normale principalement si le nombre de données est inférieur 30.

Epreuves de normalité

Il existe plusieurs types de méthodes fin d’éprouver la normalité :
e Meéthode approchée : elle consiste a vérifier si la distribution observée posséde
les propriétés d’une distribution normale et notamment :
- une moyenne = médiane
- un coefficient d’asymétrie (skewness) égal a zéro
- un coefficient d’aplatissement (kurtosis ou y2) égal &3:

Formule pour le calcul du coefficient d’aplatissement :

sl +1) x -z
{(H—leM—EjEM—BjZ( 5 J}
3(n-1)°
(2= 2)(r - 3)

Remargues :

Un coefficient de Kurtosis < 3 est témoin d’une distribution aplatie et > 3 d’'une distribution
pointue.

Dans un tableur Excel, ces coefficients sontfacilement accessibles a I'aide des fonctions
fx= COEFFICIENT.ASYMETRIE et fx= KURTOSIS(nombrel, [nombre2], ...)

Le tableur Excel fournit un coefficient'd’aplatissements normalisé de Fisher et la valeur doit
étre égal a 0. Ainsi un coefficient“de Kurtosis normalisé compris entre -1 et +1 permet
d’accepter la distribution gaussiefine.

e Meéthodegraphique : elle consiste a vérifier si I’histogramme fréquences relatives suit
I'allure’d’une courbe en cloche.

e Meéthode analytique : en se utilisant un test de Khi2 de normalité pour les tests
paramétriques ou des tests de Kolmogorov-Smirnov ou test de Shapiro Wilk pour des
tests non paramétrique.

Exemple d’utilisation des méthodes approchée et graphique

Contexte : Un laboratoire vérifie sa méthode de dosage de calcium et il a obtenu une série
de 30 valeurs.

nb d’essai 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Résultats 2,1 2,13 2,13 2,14 2,14 2,15 2,15 2,15 2,15 2,16
nb d’essai 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Résultats 2,16 2,16 2,16 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17 2,18
nb d’essai 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Résultats 2,18 2,18 2,18 2,19 2,19 2,19 2,19 2,2 2,21 2,21
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La moyenne est égale a 2,169 et écart type 0,026 soit un CV% = 1,21
Les données de I'état de I'art sont les suivantes :
- RICOS : valeurs souhaitables Imprécision (fidélité intermédiaire) = 1,05% et biais
= 0,8%.
- SFBC : reproductibilité 1,6% et biais 1,7%.

e Méthode graphique : cette méthode est simple a mettre en ceuvre par
I'établissement d’un graphique en utilisant par exemple les fonctions
FREQUENCE (tableau_données ; matrice classes) et LO.NORMALE (X ;
espérance, écart type, FAUX) sur Excel.

Courbe de distribution

6 16,000
5 14,000
12,000
4 10,000
3 8,000/
) _ 6000\
4,000
Al AN
0 " 7E0-20,000
8329952253338 8884
(o] [t I o B o I ot A VA oV Y o I o B | o NN\
N Série? Sétrie3

L’histogramme des fréquences relatives suit l'allure d’'une courbe en cloche, la
distribution suit donc une Loi nermale.
Il apparait visiblement une valetraberrante, le résultat 2,1.

e Meéthode approckige : En utilisant le module « utilitaire d’analyse » d’Excel, il
est possible=d’obtenir les statistiques descriptives ci-dessous (encadré « En
pratique/» ci-apres)

Statistiques descriptives

Moyenne 2,167
Erretur-type 0,00434569
Médiane 2,17
Mode 2,17
Ecart-type 0,02380235
Variance de I'échantillon 0,00056655
Kurstosis (Coefficient d'aplatissement) -0,037
Coefficient d'asymétrie -0,258
Plage 0,1
Minimum 2,11
Maximum 2,21
Somme 65,01
Nombre d'échantillons 30
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Les propriétés de la distribution indiquent que :
- La moyenne et la médiane sont identiques ;

- Le coefficient d’asymétrie est égal a 0,05 en I'absence de la valeur 2,10
- Le coefficient de Kurtosis normalisé est (-0,037) est compris entre -1 et +1.

Tous ces critéres permettent d’accepter la distribution gaussienne.

Méthode analytique utilisant le test de Shapiro Wilk (test non paramétrique). Ce test est
réputé robuste a partir d'un nombre de valeurs n=7. Cependant avec un nombre
d’échantillons inférieur a 20, il existe un risque d’accepter I'hypothése de normalité alors
que cette derniére n’est pas remplie.

— 2(alx(i)"2

- M(xi—xm)"2

a; - coeffcient de Shapiro-Wilk
X; = est le rang iéme valeur
Xm = moyenne

En se basant toujours sur le contexte plus haut avec les 30 valeurs issues du dosage de
calcium.

Calcul de W =0.950 (n = 30)

Calcul de W =0.994 (n = 29 avec élimination de la valeur 2(10)

Valeur W critique = 0.927 (95%) et 0.900 (99%) pour n =230

Valeur W critique = 0.926 (95%) et 0.898 (99%) pour-n= 29

W caicuis > W criique d€ |a table de Shapiro : 'hypothése de distribution normale des données est
acceptée avec un risque de 5% d’accepterune.distribution de données ne suivant pas une loi
normale.

L’absence de normalité des données peut étre liée a la présence de valeurs aberrantes.

Les tests paramétriques sont puissants a condition que les données suivent effectivement la
loi de distribution supposée. lls'sont en particulier trés sensibles aux valeurs aberrantes
et ne sont pas conseijllés’si des valeurs aberrantes sont détectées et conservées dans
I’échantillon.

En pratiguezpour utiliser I'utilitaire d’analyse sur Excel :

Surdun classeur Excel, cliquer sur 'onglet « Fichier ».

Sur les choix proposés a gauche, cliquer sur « Option ».

Dans la boite de dialogue qui s’ouvre, cliquer sur « Compléments » et tout en bas dans Gérer
Compléments Excel, cliquer sur « Atteindre ».

Choisir ensuite Analysis ToolPak et Complement Solveur puis cliquer sur « OK ».

L’utilitaire d’analyse apparait dans la barre d’outils de I'onglet « Données » :

1 Commentaires 1= Partager

]S = Utilitaire d'analyse
7, Solveur
Plan -
Analyse A
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11.4 Valeurs aberrantes

Question pratique :

Dans la série de mesures, existe-t-il des valeurs aberrantes qu'il est raisonnable
d’éliminer ?
La réponse peut étre apportée par le test de Grubbs.
Il existe plusieurs tests mais le test de Grubbs est le plus efficace pour des faibles

effectifs compris entre 6 et 50. Pour n>50, le test de Dixon est particulierement
adapté.

11.4.1 Principe du test de Grubbs

Le Test de Grubbs présente un grand intérét parce qu'il permet leszrejet de deux points
aberrants dans une série de mesures ou le rejet d'une ou de deuxmoyennes par rapport a
une moyenne générale.

On calcule les deux résidus normalisés et ramenés a des valeurs positives :

m- X Xy>m

(}l -~

et G
S S

Ces résidus sont comparés aux valeurs critiques a5 % et @ 1 % comme dans le cas du test de Dixon.

Si Giou G, > Gla =1.%) X1 OU X, est aberrant
Si Gla=5 %)<GrowG, < Gla=1 %) X4 OU X, est douteux
Si Giou Ga< Gl =5 %) X1 OU X, est non aberrant

Ces résidussont.comparés aux valeurs critiques a 5% et a 1% (cf. table de Grubbs).
Lien poutr-calcul automatisé : http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm.
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11.4.2 Exemple
Une série de mesures a donné les valeurs suivantes classées par ordre croissant :

nb d’essai 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Résultats 2,11 2,16 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17 2,17
nb d’essai 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Résultats 2,17 2,17 2,18 2,18 2,18 2,19 2,19 2,19 2,19 2,20
nb d’essai 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Résultats 2,20 2,20 2,21 2,21 2,21 2,22 2,22 2,23 2,23 2,32

Existe-t-il une valeur aberrante ?

n=30
Moyenne = 2,191
Ecart-type = 0,034

_(2.32-2.191) _
o (3'2.32——0_034 = 3,724

G valeur critique («=0.01/ppL = 30) = 3,103
G valeur critique (a=0.0500L = 30)= 2,745

La valeur 2,32 est une valeur aberrante (avec p < 0.0L)

Existe-t-il une deuxieéme valeur aberrante?

_ (2186 —2.11) _

e G
2.11 0.025

3,03

La valeur 2,11 est une valeur aberrante (avec p < 0.05)

Remargue :
Aprés avoir détecté la~ou les valeurs aberrantes, I'élimination est justifiée au regard de sa

signification. Exemple : une erreur grossiére due a une inversion d’échantillon peut étre éliminée
si elle n’est pasdiée au principe de la méthode. A contrario, il peut étre préférable de conserver
une erreur aléatoire liee a la méthode pour mieux la caractériser.

Le test Q de Dixon :
|| est{possible pour de grande série d'utiliser le test Q de Dixon notamment pour des séries de
plus de 50 observations. Il se base sur la distance entre X la valeur suspectée d’étre aberrante
et celle qui la précede.
Pourn<10:

- Si Xi >= médiane (X) alors Qobs = Xi+1— Xi/ Xn-X1

- Si Xi =< médiane (X) alors Qobs = Xi— Xi-1/ Xn-X1

Pourn>10:
- Si Xi>= médiane (X) alors Qops = Xi+2— Xi/ Xn-X3
- Si Xi=< médiane (X) alors Qobs = Xi— Xi-2/ Xn-X3

Si la valeur Qops > valeur critique au seuil de 0,05 (r0,95 de la table de Dixon), la valeur est
suspectée est aberrante.
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11.5 Comparaison de deux CV

Question pratigue :

Le laboratoire posséde 2 systemes analytiques pour réaliser le méme parametre
biologique.
Les mémes CIQ sont analysés sur les deux systémes. Les CV sont-ils statistiquement
différents ?
La réponse peut étre apportée par le test de Fisher - Snedecor.

11.5.1 Principe

Pour comparer 2 CV, on compare en fait les variances s2a et s estimées-a partir des 2
échantillons de taille na et ng. On utilise le test F de FISHER-SNEDECOR, \Ce test consiste a
calculer le rapport des deux variances s2a / s?s (F calculé). On établitI’hypothése nulle Ho, que
les deux variances dont sont issues les échantillons étudiés«sant identiques : les deux
variances sont égales et leur rapport est égal a 1. La valeur Fest'comparée a la valeur seulil
(F théorique) donnée dans la table pour na-1 et ng-1 degré deliberté (Cf. table de F). La
particularité de la table de Fisher est d’étre présentée pour.une-hypothése Hi unilatérale. Dans
le cas de la comparaison de deux variances le rejet de'Hg-au risque de 5% est donnée par la
table o = 0.025. Pour obtenir p, on doit donc multiplier par 2 la valeur obtenue. Sur la table, la
variance la plus grande se place au numérateur:

Si F calculé < F théorique les 2 variances ne difféerent pas significativement.
Si F calculé = F théorique les 2 variances different significativement.

Condition d’utilisation du testJa variable x doit étre distribuée dans les 2 populations selon
une loi normale indifféremment de‘la taille des échantillons.

11.5.2 Exemples

o Comparaison de deux CV différents avec les statistiques suivantes pour
'examen CK (UI/L) :

Featcue = 15092

Appareil A Appareil B
n 21 21
Moyenne 157,79 161,96
Ecart-type 5,658 1,509
Variance 32,012 2,277
Ccv 3,586 0,931

5,6582
= 14,0€

Fentoriqus (20/20DDL) = 2,46
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F = sa?/sg?(ddl1 = n-1 et ddI = n-2 et en nommant Sx?la variance la plus élevée.

Fealcule > Finsorique2.s : SaZ différe significativement de Sg?avec un p <0.05 (5%)
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Rejet de I’hypothése HO . les deux variances sont identiques (la différence observée provient
des fluctuations d’échantillonnage).
L’hypothése H1 bilatérale est retenue : les deux variances (les deux CV) sont différentes.

Conclusion : Les deux systemes analytigues présentent des fidélités statistiquement
différentes.

e Comparaison de deux CV identiques avec les statistiques suivantes pour
'examen CK (UI/L) :

Appareil A Appareil B
n 21 21
Moyenne 157,79 161,96
Ecart-type 2,360 1,509
Variance 5,570 2,277
cv 1,496 0,931

Fealcule = 2,45
Ftneorique (a = 0.025 ; 20120 boL) = 2,46
Feacue < Finsoriquezsws : Sa? ne différe pas significativement-de Sg? avec un p <0.05 (5%)

L’hypothése Hoest retenue . les deux variances-sont identiques (la différence observée
provient des fluctuations d’échantillonnage).

Conclusion : Les deux systemes analytigues présentent des fidélités statistiquement
identiques.

11.6 Comparaison de-deux moyennes

Question pratique :

Le laboratoire posséde 2 systemes analytiques pour réaliser le méme parametre
biologique.
Les mémes CIQ sont analysés sur les deux systemes. Les moyennes sont-elles
statistiguement différentes ?

La réponse peut étre apportée par le test t pour les cas ou au moins une série <30 et
par le test z si les 2 séries sont > 30.

Les tests t est préconisé pour un nombre de valeurs < 30. Cependant le test t et le test z
sont utilisés pour un nombre de valeurs > 30 afin de déterminer si la moyenne d’une
série est significativement différente d’'une moyenne de référence (exemple avec les
techniques d’HPLC) ou si la moyenne d’un automate est différente de la moyenne d’un
autre automate (exemple avec les techniques de spectrométrie).
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11.6.1 Comparaison de 2 moyennes de CIQ ma et mg obtenues a partir de deux
échantillons de na et ng valeurs (> 30 pour les deux échantillons)

Puisque les échantillons na et ng sont tous les deux supérieurs a 30, il est possible d’utiliser le
test Z qui consiste a calculer Z (cacue) €t a le comparer a la valeur seuil de 1.96 (pour un p =
0.05).

Z= |mA—mB|/Sd

avec Sy =,/sA2/nA + sB2/nB

et Sa? = variance de I'échantillon na Sg? = variance de I'échantillon ng

Si Z cacuie < 1.96 : les deux moyennes de CIQ sont identiques et 'hypothése HO est acceptée
avec une probabilité de se tromper p < 5%.

Si Z cacuie > 1.96 : la différence entre les deux moyennes de CIQ est significative et hypothése
Ho est rejetée avec une probabilité de se tromper p < 5%.

Exemple : protéines urinaires (g/L)

Appareil 1 Appareil 2
n 52 49
Moyenne 0,459 0,418
Ecart-type 0,031 0,028
CcVv 6,753 6,698

Z calculé -
10,459 — 0,418}

lo,031% 002587
| = ——
- 52 _f=35 5,98

Z calcule > Z théorique (54296)

Conclusion :»7Les-deux systemes analytiques présentent des moyennes statistiquement
différentes avecune probabilité d’erreur p < 5%.

11.6.2 Comparaison de 2 moyennes de CIQ ma et mg obtenues a partir de deux
échantillons de na et ng valeurs avec au moins un des échantillons < 30

Pour comparer 2 moyennes ma et mg estimés sur deux échantillons na et ng avec au moins
un des échantillon ayant un effectif < 30, on utilise le test de Student qui consiste a calculer le
(t calculé) et a le comparer a la valeur seuil (t théoriqgue) donné dans la table pour (na+ng-2)
degré de liberté (Cf. table de t).
La loi t de Student est utilisée selon les conditions suivantes :

- Faire 'hypothése que la distribution suit une loi normale

- Les variances Sa%et Sg? sont comparables (Sa%/Sg? < 3) a vérifier par un test F de

Fisher-Snedecor (Cf. 11.5)
- Lataille des échantillons na et ng sont comparables (na/ng < 1.5)
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t calcule = |mA — mB|/de

avec Sq = S%na +S%ng
et S? =variance commune aux deux échantillons = [(na-1)Sa? + (Ne-1)Sg?] / Na +Ng -2
ddl = na+ng-2

Bilatérale :
- Si t calculé < t théorique 0.05, I'hypothése HO est retenue: ma n'est pas
significativement différente de mg.
- Sit calculé = t théorique 0.05, les 2 moyennes différent significativement.

Exemple : cholestérol (mmol/L)

Appareil 1 Appareil 2

n 20 20
Moyenne 5,591 5,484
Ecart-type 0,179 0,192
cV 3,2 3,5

, _|5591-5484] 1624

cateute J0,0344 00342

20 20

tthéorique (38 DDL) =1,96
t calculé < t théarique

Conclusion : Les deux systemes analytiques présentent des moyennes statistiquement non
différentes avec une probabilité d’erreur p <6%.

Remargue :
Si les conditions du test Z ou testt'ne sont pas remplies, il est possible de comparer les moyennes

a l'aide du test de Wilcoxon-Mamn-Whitney ou test de la somme des rangs qui a pour conditions
d’utilisation : na et ng > 10_et pas trop de valeur ex/aequo. Il s’agit d’un test non paramétrique
basé sur les rangs desvaleurs ordonnées.

Il est nécessaire de-classer les données des deux séries selon leurs valeurs de premiére a la
niéme selon |'ordre-croissant. Lorsque deux valeurs sont identiques, leur rang moyen ex aequo
est déterminé:

Par exempledans la série suivante : ..., 9, 10, 10, 11, ...

Il sera établi: 9 (rang 6), 10 (rang 7), 10 (rang 8), 11 (rang 9). Comme il y a un ex aequo, le
classement devient 9 (rang 6), 10 (rang 7,5), 10 (rang 7,5), 11 (rang 9). 7,5 étant la moyenne des
rang'7 et 8.

Calcul pour déterminer le facteur W :

|W1-Wa |
W =
VSZw1

W, = somme des rangs d’une des séries = (série 1) et (série 2)
W, = somme attendue = n1(N+1)/2
Variance de W; = S?,i= n1n2(N+1)/12
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En pratigue :
Il est possible pour d’utiliser Excel pour le calcul de t et classement du test de rang.

t: =T.TEST( matrice 1 ; matrice 2 ; uni/bilatéral : type)
Uni/bilatéral : 1 = test unilatéral et 2 = test bilatéral
Type : type =3 pour un test Z et type = 2 pour un test t

Rang : Excel fonction rang
RANG (nombre; référence; [ordre]
Premier valeur classée =RANG(A1;A$1:A$40)

La valeur précise de p peut étre aussi obtenue dans Excel : = LOI.STUDENT.BILATERAL(t
calculé ; ddl)

11.6.3 Comparaison d’une moyenne observée a une moyenne’théorigue

Le principe de cette comparaison repose sur I'évaluation de la différenceentre la moyenne et
celle de la valeur de référence ou plus précisément la différence entre’la moyenne observée
et la valeur de référence devrait étre suffisamment éloignée de.0.

_m-—-y| __ Sobs
Z= o avec Sy = =
On estime I'écart type de la référence, Sy siaon connu par I'écart type de I'échantillon :
1 SA
Sp= Ny

Exemple :

Un laboratoire souhaitant valider une méthode dosage de I'afanitib par LC-MS/MS au moyen
d’une solution de référence a fa-concentration de 5 ng/ml a obtenu les 18 valeurs suivantes :

nb essais 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Résultats 5,90 5,80 5,75 5,03 5,77 5,07 4,31 5,43 4,74
nb essais 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Résultats | 5,03 | 5,77 5,07 5,63 4,88 5,80 4,73 5,03 5,83

Moyenne observée = 5,31
Ecart type observeé sops = 0.489
CV% =9.21

e La taille de ’échantillon étant inférieur a 30, le test t de Student est utilisé
avec les hypothéses suivantes :

o Hypothése nulle Ho : m = y, la moyenne observée n’est pas statistiquement
différente de la moyenne de référence.

o Hypothése alternative bilatérale Hi:m # p, les deux moyennes sont
statistiguement différentes.
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On va déterminer si la différence des moyennes qui équivaut a 0.31 (5.31(m) — 5.00(n)) est
suffisamment éloignée de zéro pour rejeter '’hypothése Ho.

Pour commencer, la valeur du t observé est calculé :

_Im-y __ Sobs _ 0.489 _ 0.489 _
t= o avec Sy === = = 0o 0.115
_1531-5.00] _
t observe = 0115 = 2.695

Puis, la valeur de t observé est comparée a la valeur t théorique obtenue a partir de la table t
de Student pour un degré de liberté ddl = 18-1 = 17.

{ théorique (a = 0.05 etadi = 17) = 2.110
{ théorique (a = 0.02 etddi = 17) = 2.567

t observe > t theorique : pErmMet de rejeter '’hypothése Ho : m = 4, les deuxmoyennes sont
statistiquement différentes avec p < 2%.

e Lataille de I'’échantillon est supérieure ou égale a-30, le test Z (t théorique)
= 1.96 sera utilisé pour comparer la moyenne observée a une moyenne
théorique

t observé 2,695 > t theorique 1 ,96 : permet de rejeterhypothése Ho = m = 4, les deux moyennes
sont statistiguement différentes.

11.7 Comparaison de deux.séries de résultats (séries appariées)
11.7.1 Test t des différences

Question pratique :

Le laboratoire-posséde 2 systemes analytiques pour réaliser le méme parametre
biologique.
Les mémes échantillons patients sont analysés sur les deux systémes. Les différences
observées sont-elles statistiquement significatives ?

La réponse peut étre apportée par le test t des différences.

11.7.1.1 Principe

Les données des deux échantillons, de méme effectif n, se présentent sous la forme de n
couples. Pour chaque couple on calcule la différence. On obtient n différences qu’on peut
considérer comme un échantillon aléatoire de la population des différences. On calcule la
moyenne des différences (mq) et I'écart-type des différences (gq). Le probleme se raméne
donc a la comparaison de la moyenne des différences a 0 (valeur de référence).

e Sin (nombre de pairs) = 30 le Z sera comparé a la valeur théorique = 1.96

e Sin (nombre de pairs) < 30 Le t calculé sera comparé au t théorique avec (n-

1) DDL.
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Ce test est applicable si les différences sont distribuées selon une loi normale. En
pratique, cette condition est difficilement applicable.

_ Img— 0

Leateuie = —z
(Ta”

N Mg

Ce tcaiculs OU Zcalculé sera comparé respectivement au tineorique OU 1,96 de sorte que :
- Sit calculé < tthéorique ((ng-1) DDL): la moyenne des différences ne différe pas
significativement de 0 (risque a).
- Sitcalculé 2 t théorique la moyenne des différences différe significativement de
0.
Ou
- Si Z calculé < 1.96 la moyenne des différences ne différe pas significativement de
0 (risque a).
- SiZ calculé = 1.96 la moyenne des différences différe significativerment de 0.

11.7.1.2 Exemple de comparaison en utilisant un test tidésdifférences

Un laboratoire réalise un dosage du cholestérol (mmol/l)<sur 20 échantillons de sérums par
deux appareils puis établit un tableau de synthese de-comparaison des résultats obtenus,
étude des différences.

Appareil 1 | Appareil2 <] Différences (1-2)
5.2 5.14 0.06
3.6 366 -0.06
3.7 3796 -0.26
4.77 472 0.05
4.23 4.28 -0.05
34 3.32 0.08
3.6 3.29 0.31
59 5.85 0.05
3.5 3.47 0.03
2.6 2.52 0.08
4.0 3.92 0.08
4.5 4.32 0.18
7.4 7.06 0.34
2.2 2.22 -0.02
4.3 4.56 -0.26
5.2 5.34 -0.14
6.0 5.84 0.16
3.5 3.61 -0.11
4.4 4.53 -0.13
14 1.46 -0.06

0,02052
00205263 _

Leatcute = 1@ B
tiheorique ((Na-1)=19 DDL) = 2,093 N 20

tcaicuie < t théorique, la moyenne des différences ne differe pas significativement de O.
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Conclusion : les résultats des deux systemes analytiques présentent des différences non
statistiguement significatives.

Remargue :
Le testt sur séries appariées est un test tres sensible qui peut mettre en évidence des différences

tres faibles, statistiquement significatives, qui n’ont pas d’impact sur le plan clinique.

Dans le cas général, le test est bilatéral.

Dans les cas ou un laboratoire veut s’assurer de la comparaison seulement sur une partie (haute
ou basse) de la distribution, il utilisera l'interprétation unilatérale du test. Pour rappel, les
hypothéses selon le type de tests ci-dessous.

Bilatérale :
- Si T calculé < Ts»: Hypoyhése HO les moyennes des 2 séries neAdifferent pas
significativement.
- Si T calculé = Tsy: Hypothése H1 : les moyennes des 2 séries different significativement.
Unilatérale :
- Si T calculé < Tiow: Hypothése HO les moyennes des 2 séries ne different pas
significativement
- Si T calculé = T1o%: les moyennes des 2 séries différent significativement.

11.7.2 Test de concordance entre detix instruments

Test de Bland-Altman D’aprés I'exemple du CRHUM
crchum.chumontreal.qc.ca/.../crchium.../analyse_graphique_bland-altman

Contexte :

On désire comparer deux instruments qui mesurent le méme analyte biologique et on veut
savoir si les deux instruments sont concordants (« agreement »).

Données :

Soit dix sujets pour lesquels les mesures sont réalisées. Pour chaque sujet de 1 a 10, on a
une mesure de chaque instrument & comparer.

On_calcule la moyenne entre les deux instruments pour chaque sujet (colonne 3) et la
différence entre les deux instruments pour chaque sujet (colonne 4).

Sujets Instrument 1 Instrument2  Moyennes Différences
1 13 12 (12+13)/2=12.5 13-12=1
2 14 10 (10+14)12 =12 14-10=4
3 11 15 13 -4

4 10 10 10 0

5 12 14 13 -2

6 14 14 14 0

7 12 12 12 0

8 11 13 12 2

9 9 10 9,5 -1

10 11 9 10 2
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Graphique :
Un graphique de BLAND-ALTMAN permet de comparer les moyennes des mesures a leurs
différences. On porte sur I'axe des x les moyennes (colonne 4) et sur I'axe des y les différences
(colonne 5).
Pour calculer ce qu’on appelle les limites d’agrément (limits of agreement), il y a trois étapes :

1. Calculer d = moyenne des Différences (ici d = -0.2)
2. Calculer sdd = I'écart type des Différences (ici sdd = 2.25)
3. Calculer la limite inférieure et supérieure = d + 2 sdd (icid = 2 sdd = -4.7 et4.3)

Graphique Bland-Altman

d + 2sdd

Differences

d - 2sdd

Maeyennes

Interprétation :

La moyenne des différences.« d%zindique si un des deux instruments tend a produire des
valeurs systématiquementplus basses ou plus élevées que l'autre. Dans cet exemple d = -
0,2. Il semble donc que linstrument 1 fournisse des valeurs un peu plus faibles que I'instrument
2. Cependant, il faut\s'interroger sur la signification de cette différence de -0,2 (voir le
paragraphe « Interprétation des limites d’agrément » ci-dessous).

La valeur «»7est souvent présentée a tort comme le biais. En fait, on ne connait pas la vraie
mesure pour chaque sujet, tout ce que l'on a, pour chaque sujet, ce sont deux valeurs qui
comportent probablement des erreurs de mesure. La moyenne entre ces deux valeurs est
notre meilleure estimation de la valeur vraie. La valeur « d » est la moyenne des différences
entrelles mesures de I'instrument 1 et celles de I'instrument 2. Si un des instruments donne la
valeur de référence, on peut considérer « d » comme la mesure du biais. Si aucun des deux
instruments n’est « de référence », alors on peut considérer « d » davantage comme une
différence systématique entre deux instruments qu’un biais.

Interprétation des limites d’agrément :
On s’attend a ce que la plupart de nos points se situent dans l'intervalle entre les limites
d’agrément d + 2 sdd. Il faut donc savoir interpréter ces limites.

Important : les procédures reliées au graphe de Bland-Altman ne sont généralement pas
associées a des tests statistiques et ne produisent pas de valeur de probabilité « p ».
L’interprétation des limites d’agrément se fait en lien avec le contexte de réalisation du test
(intérét clinico-biologie) non en comparaison avec des valeurs « de référence ». Avant de faire
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le graphe de Bland-Altman, il faudra s’interroger sur la différence entre les deux instruments
que I'on considérera acceptable.

Dans I'exemple ci-dessus, si on considere que la différence acceptable entre deux mesures
obtenues par deux instruments est de + 5 unités, alors les mesures obtenues sont considérées
comme similaires ou interchangeables, les 2 instruments sont concordants. Si la différence
acceptable avait été de * 2 unités on aurait conclu qu’il n'y a pas de concordance (ou faible
concordance) entre les 2 instruments.

11.7.3 Droites de régression

Lorsque I'on dispose de couples de valeurs obtenues sur des spécimens de patients, on-peut
reporter sur un graphique orthonormé I'ensemble des données avec en abscisse la technique
prise comme référence et en ordonnée la technique a tester et rechercher la relation-€xistante
entre elles. Il existe différentes modalités de calcul de la relation linéaire qui prénnent plus ou
moins en compte 'ensemble des contraintes existant dans la comparaison.de-méthodes. Les
méthodes de calcul suivantes conduisent a des droites de régression comparables :
- droite des moindres carrés (régression orthogonale)tableur Excel,
- droite des moindres rectangles (droite d’allométrie),
o Yy=a.x+baveca (pente) = oy/ox etb (intercept) = my —a.mx
o mx =moyenne de x et ox = écart/type-des x
o my =moyenne de y et oy = écarttype’desy
- droite de DEMING,
- droite de YORK,
- droite de PASSING-BABLOK:

Exemple : comparaison de 2 méthodes.de desage
Pour chacun des N sujets d’un échantillon;-oh dose simultanément la méme substance par 2
méthodes X et Y.

Sujet 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Y 7,2 5,3 2,3 4,1 6,4 8,1 6,8 91 5,9 4,8
X 8,1 5,3 2,9 3,8 7,1 7,4 7,7 8,7 59 5,2

D’apres Appareils et méthades en Biochimie de Pierre Kamoun — 3¢ édition, Médecine & Sciences, Flammarion
On désire savoirshX-et'Y sont ou non des méthodes équivalentes. La question posée est : les
méthodes X £t .Y.donnent-elles les mémes résultats dans la population des sujets ? A-t- on
dans celle-ci X=Y ?

e\ Droite des moindres rectangles (droite d’allométrie) :
o Mmx=6,21etox=1,91221222
o my=6,00 et oy =1,98606255
o a(pente) = oy/ox = 1,98606255/1,91221222 = 1,03862036
o b (intercept) = my —a. my = 6,00 - 1,03862036 x 6,21 =-0,4498

Equation de la droite d’allométrie :
Y =1,039 x — 0,450
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e Droite des moindres carrés, régression orthogonale, tableur Excel :

RAPPORT DETAILLE EXCEL

Statistiques de la régression
Coefficient de détermination

multiple 0,95787129
Coefficient de détermination R"2 0,91751741
Coefficient de détermination R"2 0,90720708
Erreur-type 0,60499299
Observations 10

Coefficients  Erreur-type Statistique t

Constante b -0,17810933 0,68228633 0,261047/8
Pente a 0,99486463 0,10546127 9,43345954

Equation de la droite des moindres carrés :
Y =0,995x-0,178

Conclusion :

Si les 2 méthodes fournissent dans la population et aux variations aléatoires pres, les mémes
résultats, alors il existe une droite de régression théorigue-Y = 1.x + 0, c'est-a-dire de pente a
= 1 et d’ordonnée a l'origine b = 0.

- Hypothése a=1.
Les étapes de ce test sont les suivantes :
o HO:a=1etHk:a#1
o le parametre-a-1/S, suit sous HO une loi de du test t Student avec
(n-1)dd}
o pour unrisque de 0,05 et et (n-1)ddl = 7, t=2,262
o ~teaicae’= -0,0052/0,10546 = -0,049

t calcule < 1 wéorique: Nypothése HO acceptée, la pente n’est pas différente de 1.

-\, Hypothése b=0.
Les étapes de ce test sont les suivantes :
o HO:b=0etH1:b#0
o le parametre b/Sb suit sous HO une loi du test t de Student avec
(n-2)ddI pour un risque de 0,05 et (n-2)ddI = 8, t=2,306
o fcalcus = -0,178/0,6822 =0,261

On peut donc conclure que les deux méthodes donnent des résultats équivalents.

La comparaison de la droite de régression obtenue a la droite théorique (y=x) peut étre
simplifiée en utilisant les normes d’interprétation (NI) de la droite de régression proposées par
la SFBC. Ces normes correspondent, pour les trois niveaux de concentration définis, aux
erreurs systématiques maximales tolérables.

NI = 2*erreur de justesse
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Exemple : acide urique

Valeur Justesse (%) NI
Niveau bas 150 pmol/l +7,1 +21
Niveau moyen | 300 pumol/l +6,2 + 37
Niveau élevé 450 pmol/l +5,3 + 48

Pour les trois niveaux de concentration, les deltas entre les deux droites y=ax+b et y=x sont
inférieures aux normes d’interprétation. L’équation de la droite y=ax+b ne sera pas considérée
comme différente de y=x.

11.8 Comparaison de n séries de résultats (n opérateurs ou n analyseurs)

La comparaison de plusieurs moyennes entre n groupes (pour n supérieur a 2, sinon un test t
de Student sera réalisé) peut étre réalisée a I'aide de I'analyse de variance-(Anova ou plus
précisément MANOVA) ou a l'aide d’'un test F de Fisher-Snedecor.

Il y a deux raisons pour utiliser 'Anova plutdt que plusieurs tests 1<
- le nombre C de comparaisons augmente defacogn‘géométrique, il y a C*(C-
1)/2 comparaisons possibles. Par exemple, fa-€comparaison de 4 moyennes
nécessite la réalisation de 6 tests t.
- le risque de trouver des résultats significatifs ne traduisant pas de réelle
différence peut étre di au hasard. Ilypeut étre démontré que dans 27% des
cas I'hypothése d’égalité sera rejetée alors qu’elle est vraie.

Comme le test t de Student, les conditions d’utilisation de TANOVA sont les
suivantes :
- L’hypothése que les distributions des différents groupes suivent une loi normale
- Les variances sont comparables (S?la plus basse /S?la plus élevée < 3) a vérifier par
un test F de Fisher-Snedecor (Cf. 11.5)
- Lataille des échantillons ny sont comparables (ny la plus bas /ny le plus élevé < 1.5)

La comparaison est basée sur I'établissement du facteur Fcacue €gal au rapport entre la
variance inter groupe-et la variance intra groupe. En effet, la variance totale de toutes ces
mesures peut tre décomposée en variance intergroupes et en variance intra-groupes.La
comparaisonrepose sur les hypothéses suivantes :
- Hypothése HO: les moyennes sont équivalentes: la variance inter
groupes est faible et inférieure a la variance intragroupe : F calculé < 1
- Hypothése alternative H1 : les moyennes sontdifférentes : la variance inter
groupes est élevée et supérieure a la variance intragroupe : F calculé > 1.

Le nombre d’échantillon est nommé k et le nombre de mesures par échantillon est désigné
par n.

La valeur de F calculée est comparée a celle de la valeur théorique d’'une table F de Snedecor,
a double entrée avec pour numérateur le [nombre k d’échantillon moins un] et pour
dénominateur le [nombre total de mesure kn —K]

Si 'Anova n’est pas significative, cela veut dire qu’au seuil choisi, il n’y a pas de différence

entre les moyennes. Si elle est significative, cela veut dire qu’au moins une des moyennes
différe des autres.
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Exemple :

Une comparaison basée sur 'établissement du facteur F égal au rapport entre la variance
entre les moyennes des 4 analyseurs (variances inter groupe) et la variance a I'intérieur d’'un
groupe de 24 a 25 échantillons (variance intra groupe). Le tableau ci-dessous présente les
résultats obtenus avec les sommes, moyennes et variance de chaque série.

Echantillon | Analyseur 1 | Analyseur 2 | Analyseur 3 | Analyseur 4 | Analyseur 5
1 3,37 3,37 3,39 3,34 3,39
2 3,37 3,38 3,39 341 3,39
3 3,37 3,4 341 3,42 3,39
4 3,39 341 341 3,42 3,39
5 3,4 3,41 3,41 3,42 3,39
6 3,41 3,42 3,43 3,43 34
7 3,41 3,42 3,43 3,43 3,4
8 3,42 3,43 3,44 3,43 3,41
9 3,42 3,43 3,44 3,44 3,41
10 3,43 3,43 3,44 3,45 3,41
11 3,43 3,44 3,45 3,45 3,42
12 3,44 3,44 3,46 3,46 3,42
13 3,45 3,45 3,46 3,46 3,43
14 3,45 3,46 3/48 3,49 3,45
15 3,46 3,46 3,51 3,5 3,45
16 3,48 3,46 3,562 3,51 3,46
17 3,49 3,46 3,562 3,51 3,46
18 3,5 3,48 3,562 3,562 3,49
19 3,5 3,49 3,52 3,54 3,5
20 3,61 3,52 3,53 3,55 3,5
21 3,52 3,53 3,53 3,57 3,51
22 A( 3,53 3,53 3,54 3,57 3,51
2&@ 3,53 3,58 3,55 3,63 3,52
i\ Y 3,53 3,62 36 3,64 3,54
>\ 25 3,68 3,69 3,66

Il est possible de voir une un représentation graphique la dispersion des données par séries
afin de comparer les moyennes visuellement.
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A l'aide de I'utilitaire d’analyse Excel il est possible d’obtenir le+apport suivant :

RAPPORT DETAILLE
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Groupes Nombre d'échantillons Somme Moyenne Variance

Colonne 1 24 82,81 3,45042 0,00289
Colonne 2 25 86,7 3,468 0,005475
Colonne 3 25 87,07 3,4828 0,00506
Colonne 4 25 87,25 3,49 0,0064
Colonne 5 24 82,64 3,44333 0,00243
ANALYSE DE VARIANCE

Source des variations Somme des carrés Degré de  Moyenne des F Probabilité Valeur

liberté carrés critique pour
F

Entre Groupes 0,03953 4 0,00988 2,20452 0,07263 2,44854
A l'intérieur des'groupes 0,52893 118 0,00448
Total 0,56846 122

Feaicue < Fieorique : 1€S moyennes sont équivalentes, hypothése HO acceptée.

F calculé = 2,20452
F théorique (2/57 DDL) = 2,448

Conclusion : Les trois systémes analytiques présentent des moyennes non statistiquement

différentes.
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11.9 Vérification des concordances
https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappal/

Question pratigue :

Le dosage qualitatif d’'un méme paramétre biologique est réalisé par deux techniciens
différents, sur les mémes échantillons patients. Les résultats obtenus sont-ils concordants ?

La concordance ou la discordance des résultats entre opérateurs peuvent étre mises en
évidence par le calcul du coefficient Kappa.

11.9.1 Principe

Afin de comparer deux mesures, obtenues par deux observateurs différents-utilisant la méme
méthode (variables souvent qualitatives), il importe d’évaluer la proportionde résultats pour
lesquels il y a accord entre les observateurs. L'expression de cette concordance passe par le
calcul d'un coefficient dit « kappa », qui est d'autant plus proche ded gue la concordance est
bonne. A noter que méme en cas d'observations effectuées “au hasard (hypothése
d'indépendance), on observe une concordance non nulle, dite « concordance aléatoire ».

Le calcul du coefficient kappa prend donc en compte_ laconcordance observée Po (somme
des proportions diagonales du tableau), et la concordance calculée Pc (concordance attendue
sous I'hypothése d'indépendance).

Le tableau ci-dessous expose le cas de dedx observateurs ayant R modalités de jugement a
propos d'un nombre total d'observations N (effectif total) ; on note n ij I'effectif de la case de
ligne i et de colonne j.

Tableau .
Caleul du coefficient Kappa.

Observateur 2 Total
Observateur 1 My Mz m;; Mg n;
n:'. ni‘? I-Iii n?R nZ
M;; I;; n;; Mg n;
Mgy Mgz N, Ngg A,
Total il N n; N g M

La concordance observée : Po = 1/N x (¥ 1,5}
La concordance calculée : Pc = 1/N? % (X n; x nj)
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Le coefficient kappa se calcule comme : K=Po—Pc/ 1 - Pc

Il n'y a pas de coefficient kappa « significatif » ou non. Il s'agit d'une mesure de l'accord entre
observateurs, qui est analysée en fonction du contexte. On attend un coefficient kappa d'autant
plus élevé que la variable étudiée est « objective ». Le tableau ci-dessous donne un ordre
d'idée de l'interprétation des valeurs de kappa en fonction de l'intervalle dans lequel se situe
la valeur calculée du coefficient, mais d’autres échelles d’interprétation (reposant sur 3 classes
par exemple) peuvent étre utilisées.

Tableau Il

Interprétation du coefficient Kappa.

Coefficient Kappa Estimation du degré de concordance
DEal Excellent

06a08 Bon

04a06 Mayen

0,2a0,4 Faible

0a0,2 Megligeabls

=0 Mauwvais

D’apres C. Fuhrman & C. Chouaid, RMR, Fev 2004, vol 21, n%1,pp123-125

Davantage que la valeur absolue du coefficient kappa, il eSt.enfait plus important de connaitre
son intervalle de variation. Po peut varier de 0 (déSaccord total) & 1 (accord parfait), le
coefficient Kappa peut varier de 0 a 1. Cette borne ififérieure dépend des totaux marginaux du
tableau. De méme, la valeur maximale du coefficient-Kappa n'est pas nécessairement égale
al.

Comparaison entre deux valeurs du caefficient kappa :

S'il n'y a pas de moyen objectif « statistigue » de dire qu'un coefficient kappa est « bon » ou
pas, il peut étre utile de comparer deux valeurs de ce coefficient entre elles. Pour cela, il faut
calculer le rapport, qui suit une loiyrormale centrée réduite sous I'hypothese nulle.

11.9.2 Exemple

Evaluation de_la_présence/absence de P. falciparum sur 50 échantillons de sang par deux
techniciens.<Comparaison des résultats obtenus, étude des différences.

, Opérateur 1
Réponses f - Total
. + 20 5 25
Opérateur 2 - 3 55 55
Total 23 27 50
Po = T x (20 + 22) = 0,84

1
Pc=—— x[(25x 23)+ (27 x 25)] = 0,5

B
_:JJ34—:J,5_ME
- 1-05

Conclusion : Il existe un bon accord entre les deux opérateurs (cf. tableau 1)
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11.10 Comparaison de deux pourcentages observés sur deux
échantillons (variable qualitatives)

Question pratigue :

Le dosage qualitatif d’'un méme paramétre biologique est réalisé par deux méthodes
différentes a partir des mémes échantillons patients. Les performances sont-elles
identiques ?

L’équivalence ou non entre les deux techniques peut étre mise en évidence par le test de
X2 de Mac Nemar.

11.10.1 Principe

Le test de Mac Nemar est un test non paramétrique qui est utilisé/darns le cadre de la
comparaison de deux variables qualitatives binaires appariées. Il peut étre utilisé a condition
gue les effectifs des paires discordantes est supérieur a 10.

Pour réaliser le test x2 de Mac Nemair, il est nécessaire de construire un tableau de croisé
associé aux deux variables appariées (Test A, Test B) également appelé tableau de
contingence.

Fest A
+ -
+
oM n+,+ n-,+
7
|a_) i
n+,- n-,-

Le calcul ne tient compté que-des valeurs discordantes :
lI'- _" TN

L’hypothése H02 %? cacue < @ la valeur seuil %2 o005, les méthodes sont statistiquement de
performances équivalentes.

L’hypathése H1: %2 cacue < @ la valeur seuil %2 005, les méthodes sont statistiquement de
performances différentes.
11.10.2 Exemple

Un laboratoire étudie les performances d'un test immunochromatographie A par rapport a un
test de référence ELISA a partir des mémes échantillons (appariés)
Il obtient les données suivantes :
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TestIC A Totaux
+ -
<
2 + 18 8 26
m
3 . 3 33 36
|_
Totaux 21 41 62
Les effectifs théoriques sont les suivants :
Effectif Effectif théorique
observé
e +/+ 18 8.8 (26X%21/62)
f +/- 3 12.2436%x21/62)
g -+ 8 17)(26x41/62)
h -/- 34 24 (36x41/62)
62 62
f+g 11

La somme des paires discordantes (n=/A1)yest supérieure a 10 et les effectifs théoriques de
chaque case sont 2 5. Le Test de x2de Mc Nemar est donc utilisable.

2 _a2
Ko = % =89 = 25/11 =227

Conclusion : x%m<.2/1a valeur seuil %005 = 3.84 (pour un ddl = 1) : les performances des
deux techniquéssont équivalentes.
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