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par Biologie Moléculaire)

SD : Standard Deviation (= Déviation Standard)

SMQ : Systeme de Management de la Qualité
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Introduction

Les infections sexuellement transmissibles (IST) sont provoquées par différents agents
infectieux viraux (VIH, HSV...), bactériens (Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Mycoplasma genitalium, Treponema pallidum...), ou parasitaires (Trichomonas vaginalis).
Les IST bactériennes non syphilitiques sont un enjeu majeur de santé publique en raison de
leur prévalence élevée, de leur contagiosité, de leur caractére souvent asymptomatique et de
leurs complications éventuellement graves. En effet, au-dela des symptémes qui peuvent se
manifester en phase aigué, ces infections peuvent se compliquer, devenir invasives,
chroniques, avoir des localisations secondaires diverses, certaines peuvent entrainer une

stérilité, des infections néonatales... (1).

Ces infections nécessitent donc des méthodes de dépistage a la fois performantes sur le
plan analytique, compatibles avec des cadences soutenues pour répondre aux besoins des

centres de dépistage, et permettant la détection des co-infections qui sont fréquentes.

Les méthodes de dépistage et de diagnostic de ces infections ont progressé avec
notamment les techniques de diagnostic direct comme les NAAT (Nucleic Acid Amplification
Tests). En France, ces méthodes font désormais partie intégrante des recommandations de la
Haute Autorité de Santé (2).

Depuis I’ordonnance du 13 janvier 2010 les laboratoires de biologie médicale doivent
entrer dans une démarche d’accréditation selon la norme NF EN ISO 15189 (3). Dans ce
cadre, la validation ou la vérification des méthodes utilisées pour la réalisation de chaque
analyse est indispensable et permet de prouver la fiabilité des resultats rendus par le
laboratoire.
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A. Les agents pathogenes : C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium

1. Chlamydia trachomatis

a) Epidémiologie

Chlamydia trachomatis est la premiére cause bactérienne d’infection sexuellement
transmissible (IST) en Europe. Le nombre de cas rapportés d’infections a C. trachomatis
augmente constamment en Europe depuis 2004 (4). Ceci peut étre en partie expliqué par une
meilleure politique de dépistage (il y a plus de dépistages systématiques avec la mise en
¢vidence de porteurs asymptomatiques) et par 1’utilisation d’outils de diagnostic de plus en
plus performants. Une grande étude épidémiologique a été menée au niveau national en
France en 2006 (4). L’enquéte NatChla a permis d’évaluer la prévalence de ’infection a
Chlamydia trachomatis dans la population générale agée de 18 a 44 ans. En 2006, la
prévalence en France était donc de 1.4% chez les hommes et de 1.6% chez les femmes. En
2013, la prévalence de I’infection a C. trachomatis en Europe était de 182 cas rapportés pour
100000 habitants (4). Cette infection touche plus souvent les femmes (207 cas rapportés /
100000 femmes) que les hommes (153 cas rapportés / 100000 hommes). La prévalence la plus
forte étant observée chez les femmes agées de 20 a 24 ans avec 1717 cas rapportés pour
100000 habitants (4). En France, la surveillance épidémiologique des infections a C.
trachomatis est réalisée par un réseau de laboratoires de microbiologie volontaires : Rénachla
et un réseau de cliniciens exercant quasi exclusivement dans des structures spécialisées telles
que les CeGIDD : le résIST. D’aprés le réseau Rénachla, le nombre d’infections uro-genitales
a C. trachomatis a augmenté de 10% entre 2013 et 2015. En 2015 la proportion de patients
asymptomatiques était de 45% chez les femmes et 46% chez les hommes. Cette proportion a
diminué par rapport a 2014 ce qui suppose une diminution du nombre de dépistages

systématiques (5).
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Figure 1 : Distribution des cas de Chlamydiose par tranche d'age et selon le sexe, d'apreés le réseau Rénachla en 2013

b) Physiopathologie de linfection a Chlamydia trachomatis

C. trachomatis est un pathogéne obligatoire strictement humain. Il ne fait jamais partie
de la flore commensale. Cette espece est composée de 19 sérovars, chacun associé a
différentes manifestations cliniques. Les sérovars A a C sont responsables de trachomes, les
sérovars D a K sont responsables d’IST, enfin les sérovars L1, L2 et L3 sont responsables de

lymphogranulomatoses véneriennes (LGV) (6).

Les infections génitales a C. trachomatis sont asymptomatiques dans 50% des cas
pour les hommes et dans 70% des cas pour les femmes (6). Chez I’homme, I’infection peut se
manifester par une urétrite et se compliquer par une épididymite (6). Chez la femme,
I’infection peut provoquer une cervicite et se compliquer par une endométrite et/ou une
salpingite (6,7). L’infection chronique a C. trachomatis chez la femme peut conduire a un
syndrome inflammatoire pelvien et augmente le risque d’hypofertilité, de grossesses

ectopiques et de douleurs pelviennes chroniques (7).

Le cycle de multiplication de C. trachomatis est important dans la physiopathologie de
I’infection a cette bactérie. Il peut se décomposer en trois parties correspondant aux trois

stades du cycle évolutif de la bactérie. Le corps élémentaire est une forme extracellulaire,
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infectieuse, qui ne se multiplie pas et qui est responsable de la contamination des cellules
alentour ou de la transmission a un hoéte. Le corps réticulé, intracellulaire, n’est pas une forme
infecticuse mais est capable de se multiplier au sein d’une cellule. Enfin le corps aberrant,
serait responsable de la persistance de I’infection en entretenant une réaction inflammatoire.
D’une part, cette inflammation est généralement peu importante et I’infection est alors
asymptomatique. D’autre part, en intracellulaire, C. trachomatis va émettre des signaux anti-

apoptotiques a la cellule et ainsi permettre a I’infection de devenir chronique (8-10).

c) Diagnostic et traitement

Chlamydia trachomatis est une bactérie a multiplication intracellulaire obligatoire.
Ceci explique les difficultés pour la cultiver et donc I’intérét des techniques de biologie
moléculaire pour la détecter. Son cycle de multiplication entraine des conséquences sur le
prélevement. En effet celui-ci doit contenir des cellules : écouvillon d’endocol, vaginal,
urétral, premier jet d’urine... (10) De la qualité du prélévement dépend la sensibilité¢ des

techniques de diagnostic.

Différentes méthodes de diagnostic direct de C. trachomatis existent : la culture qui est

longue et tres difficile, n’est pas réalisable en routine.

La biologie moléculaire est aujourd’hui la technique de référence pour le diagnostic
des infections a C. trachomatis (11,12). 1l est démontré depuis longtemps que la sensibilité de
la PCR est tres largement supérieure a celle de la culture ainsi qu’a celle de
I’immunofluorescence directe (13,14). De plus la biologie moléculaire est suffisamment
sensible pour étre réalisee sur de nombreux types de préléevements et en particulier sur des
urines (premier jet) (14) ce qui est non invasif contrairement, par exemple, a un prélévement
urétral, douloureux. Il est également possible pour les femmes de réaliser un auto-prélevement
vaginal. Un prélevement non invasif, acceptable et simple a réaliser permet de dépister un
plus large éventail de la population et en particulier plus de porteurs asymptomatiques. La
Nomenclature des Actes de Biologie Médicale a été modifiée en 2011 et n’autorise le
remboursement du diagnostic direct de I’infection a C. trachomatis que par biologie

moléculaire.
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Compte tenu de la multiplication intracellulaire de C. trachomatis, le traitement doit
étre composé d’antibiotiques ayant une bonne diffusion intracellulaire. Il est recommandé de
traiter par doxycycline en voie orale a la dose de 100mg deux fois par jour pendant 7 jours ou
par azithromycine en dose unique de 1g en voie orale (15). Le dépistage et le traitement du

partenaire sont indispensables.
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2. Neisseria gonorrhoeae
a) Epidémiologie

En France, deux réseaux surveillent les gonococcies au niveau national : résIST,
depuis 2004, et Rénago (réseau de laboratoires de microbiologie volontaires), depuis 1986.
D’aprés ces réseaux, le nombre de cas de gonococcies est en recrudescence depuis 1998 (16).
L’incidence en France en 2012 dans la population agée de 15 a 59 ans était de 39/100000
habitants (17). L’augmentation du nombre de dépistages et de diagnostics positifs, en
particulier depuis 2008, est en partie expliquée par le fait que la culture est aujourd’hui de
plus en plus souvent accompagnée voire remplacée par une méthode plus sensible : la
biologie moléculaire. Entre 2011 et 2012, la proportion de souches résistantes au céfixime est
passée de 0.7% a 3.0% (18). La baisse de la sensibilité des souches aux céphalosporines

augmente avec 1’age des patients et est plus fréquente pour les souches pharyngeées (18).
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Figure 2 : Nombre de diagnostics positifs par année, selon le réseau Rénago
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b) Physiopathologie de linfection a Neisseria gonorrhoeae

Neisseria gonorrhoeae est une bactérie aérobie stricte qui se présente sous la forme de
cocci a Gram négatif, immobiles, en diplocoques. Contrairement aux autres espéces du genre
Neisseria qui sont des especes commensales, N. gonorrhoeae est un pathogene obligatoire
responsable d’IST (gonococcie ou blennorragie). L’infection a gonocoque est le plus souvent
localisée au niveau uro-génital. Chez I’homme, I’infection est en général symptomatique et
elle se traduit par une urétrite aigu€. Elle peut se compliquer d’une prostatite ou d’une orchi-
¢pididymite. Chez la femme I’infection est communément asymptomatique ou bien donne des
symptomes non spécifiques (le plus souvent elle se manifeste par une cervicite). L’absence de
symptome entraine souvent un retard diagnostic et I’infection risque de devenir chronique,
voire de se compliquer d’une algie inflammatoire pelvienne (PID), d’une salpingite, avec une
augmentation du risque d’infertilité tubaire ou du risque de grossesse extra-utérine. En dehors
des formes uro-geénitales, il existe des localisations pharyngées ou rectales, qui sont le plus
souvent un portage asymptomatique. 1l y a également des formes conjonctivales, notamment
chez le nouveau né. Enfin il existe aussi des formes articulaires et méme, rarement, des

infections disséminées.

c) Diagnostic et traitement

La méthode de diagnostic de référence est la culture. Il s’agit d’une bactérie tres
fragile, il faut donc ensemencer le prélévement le plus rapidement possible, sur gélose type
sang cuit ou sur un milieu sélectif type VCAT (Vancomycine, Colistine, Amphotéricine B,
Triméthoprime). L’incubation doit durer 24 a 48 heures a 35-37°C sous atmosphere enrichie
avec 5% de CO,. Aujourd’hui, la biologie moléculaire, avec la PCR, permet d’avoir une
meilleure sensibilité tout en conservant une excellente spécificité par rapport a la culture (19).
La culture conserve cependant un intérét car elle permet la réalisation d’un antibiogramme.
Elle doit donc toujours étre réalisée en parallele de la biologie moléculaire pour le diagnostic
chez le patient symptomatique. L’antibiogramme permet de suivre 1’évolution des CMI

notamment aux céphalosporines de troisieme génération : le céfixime et la ceftriaxone.
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Selon 1’évaluation de la HAS de 2015, dans un contexte de diagnostic chez un patient
symptomatique, la culture est la méthode de référence. Elle peut étre accompagnée de la
biologie moléculaire pour augmenter la sensibilité. Dans le cadre d’un dépistage chez un
patient asymptomatique, la biologie moléculaire seule est préconisée. En cas de positivité du
dépistage, la culture doit étre réalisée afin de permettre la réalisation d’un antibiogramme

(20).

Le traitement de premiere intention est une injection unique de 500 mg de ceftriaxone
en intramusculaire ou en intraveineuse. Compte-tenu du nombre non négligeable de co-
infections C. trachomatis / N. gonorrhoeae, et selon les recommandations de la société
francaise de dermatologie de février 2016, il est conseillé d’ajouter en systématique un
traitement contre C. trachomatis (21). On utilisera alors, en premiére intention,

I’azythromycine 1g en monodose (22).

En France, en 2015, 10% des patients diagnostiqués pour une gonococcie étaient co-
infectés par le VIH (5). Cela suggere I’importance de prescrire des sérologies, VIH en
particulier, mais également VHB, VHC et Syphilis au moment de la découverte d’une

infection a N. gonorrhoeae.
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3. Mycoplasma genitalium

a) Epidémiologie

Une étude francaise réalisée entre septembre 2014 et janvier 2015 sur 16 centres
hospitalo-universitaires a montré une prévalence de I’infection a Mycoplasma genitalium de
3.4% (23). La prévalence est significativement supérieure chez les patients positifs a C.

trachomatis ou a N. gonorrhoeae par rapport aux patients monoinfectés (23).

b) Physiopathologie de linfection a Mycoplasma genitalium

Les mycoplasmes sont des bactéries qui ne possedent pas de paroi et ne sont pas
colorables par le Gram. Certaines espéces sont pathogénes pour I’homme. M. pneumoniae est
responsable d’infections respiratoires. M. hominis, Ureaplasma urealyticum, U. parvum et M.

genitalium sont responsables d’infections uro-génitales.

L’infection a M. genitalium est sexuellement transmissible (24). C’est un pathogéne
obligatoire. Chez la femme, cette bactérie est responsable de cervicites, de maladies
inflammatoires pelviennes, augmente le risque d’infertilité, d’accouchements prématurés et de
fausses couches spontanées (25). Chez I’homme M. genitalium semble responsable d’urétrites
aigués et chroniques (26,27), de balanites, de prostatites chroniques et d’épididymites aigués

(27).

c¢) Diagnostic et traitement

La culture de M. genitalium est difficile et n’est pas réalisable en routine car c’est une
bactérie fastidieuse a croissance lente. Les NAAT sont aujourd’hui les méthodes de référence

pour diagnostiquer I’infection a M. genitalium.
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La sensibilité aux antibiotiques de M. genitalium peut étre évaluée par des techniques
de PCR en temps réel avec une étape de culture cellulaire mais ceci n’est pas réalisable en
routine. M. genitalium est une bactérie intracellulaire qui ne possede pas de paroi. Par
conséquent les antibiotiques agissant sur la paroi ainsi que ceux qui ont une mauvaise
diffusion intracellulaire seront inactifs. La doxycycline et I’azithromycine sont les traitements
de référence. Cependant il y a de nombreux échecs thérapeutiques avec la doxycycline (28).
Les fluoroquinolones peuvent également étre efficaces en seconde ou troisieme ligne, en

particulier la moxifloxacine (29).
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B. LaPCR

1. Historique - principe général

La PCR est une technique de biologie moléculaire décrite par Kary Mullis en 1985. Il

a regu pour cela le prix Nobel de chimie en 1993.

C’est une méthode trés sensible et spécifique mais qui comporte néanmoins des
contraintes. Elle nécessite des locaux adaptes et entretenus de fagon appropriée pour limiter le
risque de contamination. Le personnel doit étre spécifiquement formé pour la réalisation de
cette méthode. La PCR nécessite également un suivi métrologique des congélateurs (pour la
conservation des réactifs et des controles) et des pipettes dédiées (les volumes manipulés sont

tres petits, de 1’ordre du microlitre).

Le principe de la PCR est basé sur une réaction d’amplification d’ADN a 1’aide
d’amorces spécifiques d’un gene que I’on souhaite mettre en évidence et/ou amplifier. C’est

un processus compose de différentes étapes.

L’ADN se trouvant a I’intérieur du noyau, lui-méme a I’intérieur de la cellule, il faut
commencer par une étape d’extraction des acides nucléiques. Pour cela on procede a la lyse
chimique des membranes, plasmiques et nucléaires, et des protéines. On récupere a la fin de

cette étape un extrait d’ADN.

Il faut ensuite préparer le milieu réactionnel (le mix) qui va permettre I’amplification.
Il s’agit de mélanger un couple d’amorces spécifiques du gene a amplifier, des

désoxyribonucléotides et une ADN-polymerase. L’extrait d’ADN a tester est ajouté au mix.
L’étape suivante est I’amplification en elle-méme. Elle se décompose en 3 séquences :

- La dénaturation : les deux brins d’ADN sont séparés par chauffage a 95°C
environ.

- L’hybridation : le couple d’amorce vient s’hybrider sur les brins d’ADN
dénaturés au niveau des séquences qui lui sont complémentaires et qui entourent le
gene a amplifier. Cette étape se réalise a environ 52°C.
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- L’¢élongation : I’ADN polymérase, qui fonctionne a 72°C, va permettre
I’élongation des brins d’ADN grace aux désoxyribonucléotides qui lui servent de

substrat.

L’¢étape finale de révélation permet de mettre en évidence les produits d’amplification

(les amplicons). Il existe deux grands moyens de révéler les produits d’amplification :
- La révélation en point final

- La révélation en temps réel

2. Description des méthodes de PCR utilisées a Beauvais

a) Ancienne méthode : PCR avec révélation en point final (GenoQuick®CT, Hain

Lifescience)

L’ancienne méthode est une technique de PCR conventionnelle avec une révélation en
point final permettant la détection de Chlamydia trachomatis uniquement. Notre kit permet
I’amplification de 2 séquences hautement conservées du géne MOMP se trouvant sur le

plasmide cryptique de C. trachomatis.

Apres I’étape d’amplification, la révélation se fait sur bandelette grace a la technologie

GenoQuick®.

Les produits d’amplification, ou amplicons, sont thermiquement dénaturés et hybridés
a une sonde spécifique contenant un site de liaison a I’or. La bandelette doit étre placée dans
le melange amplicon-sonde et tampon de migration (running buffer). L’hybride amplicon-
sonde se lie a I’or colloidal qui se trouve tout en bas de la bandelette et le mélange migre par
capillarité jusqu’au site de liaison spécifique des amplicons. Une réaction colorée se produit et
des lignes apparaissent au niveau des zones de lecture. La lecture se fait apres 10 minutes de

migration a température ambiante.

L’interprétation du résultat sur la bandelette se fait grace a trois zones (Figure 3). Dans
la zone CC (Conjugate Control) une ligne doit apparaitre. C’est le témoin que la révélation a

bien fonctionné. La zone AC (Amplification Control) témoigne du succes de I’amplification
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(contréle interne), une ligne doit apparaitre dans cette zone pour que le test soit valide. Enfin,
la zone CT (C. trachomatis) est la zone test. L’apparition d’une ligne a cet endroit signifie que
le test est positif. L’intensité de la coloration ne présage pas de la quantité d’ADN de C.

trachomatis présent dans 1’échantillon de départ.

. Conjugate Control
- Amplification Control
- Chlamydia trachomatis

i

Figure 3 : Bandelette de révélation GenoQuick®CT

b) Nouvelle méthode : PCR multiplexe avec révélation en temps réel (Fast-Track

Diagnostics)

La méthode mise en place au laboratoire de Beauvais est une trousse de PCR triplexe
en temps réel de chez Fast-Track Diagnostics pour la détection de C. trachomatis, N.

gonorrhoeae et M. genitalium.

La technologie TagMan®

La révélation en temps réel nécessite la présence dans le milieu réactionnel de sondes
nucléotidiques, complémentaires d’une séquence du géne d’intérét a amplifier, qui portent un

fluorophore (30). Notre méthode utilise des sondes TagMan®.

La technologie TagMan® utilise les propriétés exonucléasiques 5° — 3” de la Taq

polymérase (31). Une sonde, composée de nucléotides, complémentaire a une partie du géne a
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amplifier, est ajoutée au milieu réactionnel avant I’amplification. Une molécule possédant une
fluorescence intrinseéque est fixée a son extrémité 5” et un quencher, absorbant la fluorescence,
est fixé a D’extrémité 3’ (Figure 4). Tant que la sonde est intacte, le quencher absorbe la
fluorescence émise par le fluorophore : il n’y a donc pas de fluorescence émise dans le milieu

réactionnel.

Au cours de I’¢élongation, la Taq polymérase, qui possede une activité exonucléasique
5’ — 37, va hydrolyser la sonde et ainsi séparer le fluorophore du quencher : la fluorescence est

alors émise.

A chaque nouveau cycle, la Taq polymérase hydrolyse les sondes TagMan®, la
fluorescence s’additionne et augmente de cycle en cycle de fagcon exponentielle dans le milieu
réactionnel. Elle est mesurée apreés chaque cycle d’amplification. On obtient a la fin de la

réaction une courbe de fluorescence exponentielle (Figure 5).
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Figure 4 : Principe de la révélation en temps réel utilisant les sondes TagMan® (32)
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La PCR en temps réel

Dans ce type de PCR, la révélation des produits d’amplification se fait de fagon
concomitante a 1’étape d’amplification. Cela permet de suivre en continue le processus
d’amplification en détectant la fluorescence émise par les produits néo formés. A la fin de la
réaction, on obtient une courbe de fluorescence que 1’on peut découper en trois parties. La
premiére partie correspond au bruit de fond, la seconde partie correspond a la phase
exponentielle de la réaction d’amplification, la derniére partie correspond a une phase de

plateau (33) (Figure 5).

Au bout d’un certain nombre de cycles d’amplification, le signal de fluorescence
devient statistiquement significatif par rapport au bruit de fond. On détermine alors le cycle
seuil (ou cycle threshold = Ct). Plus le cycle threshold est petit, plus le géne d’intérét se

trouve en grande quantité dans 1’échantillon de départ.
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Figure 5 : Courbe de fluorescence (33)

La PCR multiplexe

Le principe d’une PCR multiplexe est de permettre I’amplification de plusieurs genes
de fagcon concomitante. Dans le milieu réactionnel, avant 1’amplification, plusieurs couples

d’amorces, sans compétition entre eux, sont ajoutés. Ces amorces vont permettre d’amplifier
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plusieurs geénes appartenant a différents agents pathogénes au cours d’une méme série de
PCR. Dans notre cas, la méthode de PCR que nous installons a Beauvais est une méthode
triplexe qui nous permet de rechercher, sur un méme extrait, a la fois C. trachomatis, N.
gonorrhoeae et M. genitalium.
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C. Laqualité

1. Histoire de la qualité

Le concept de qualité est trés ancien. Jusqu’au XIXe si¢cle, pendant I’ére artisanale, la
qualité est garantie par la connaissance du métier et la conscience professionnelle. La
demande est limitée et les clients sont fidéles. Une relation de confiance existe naturellement

entre le producteur et son client.

Au XXe, siecle c’est I’ere industrielle : la demande augmente, il faut produire plus et
plus vite. L’absence de contréle engendre des dysfonctionnements et des incidents. On
cherche donc, dans la premiere moitié du XXe siécle, a augmenter le niveau de qualité par la
mise en place d’un contrdle final unitaire des produits. Rien ne change dans les procédés de
fabrication, mais a la fin, des contréleurs trient les produits (contréle qualité) et retirent ceux
qui présentent des non-conformités. Cela demande donc plus de main d’ceuvre (des
contrdleurs) et entraine plus de déchets (les produits non-conformes) pour au final obtenir
toujours le méme nombre de ventes. Avec le besoin de produire en masse, pour répondre a
une demande toujours grandissante et a une économie de marché concurrentielle, les
industries se sont retrouvées confrontées a 1’impossibilité de controler I’ensemble de leur

production de facon unitaire. Il a donc fallu améliorer les méthodes de contrbdle.

Dans les années soixante au Royaume-Uni, le concept d’assurance qualité fait son
apparition. Le principe est de réaliser la fabrication des produits dans des conditions idéales
pour que ceux-ci soient conformes du premier coup et pour qu’il y ait le moins de rebuts
possible. Il faut donc maitriser 1’ensemble des parametres des procédés de fabrication. Cela
est impossible car leur nombre est infini. Mais pour s’en approcher, on peut classer ces
paramétres dans 5 catégories, les 5 M : la Main d’ceuvre (personnel compétant), la Méthode
(bonnes pratiques de travail), le Matériel (équipements adaptés), la Matiere (matériaux
adaptés), le Milieu (maitrise des parameétres environnementaux). Ces 5 catégories sont
représentées dans le célébre diagramme d’Ishikawa (ou diagramme de causes-effets) (Figure
6). Le but de I’assurance qualité est de s’assurer que tout est mis en ceuvre afin d’obtenir la
qualité attendue du produit final. Ce concept est valable pour les productions industrielles

mais peut également s’appliquer aux prestations de services.
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Matigres Matériel

Effet

Méthodes Miliew  Main d'oeuvre

Figure 6 : Diagramme cause-effet d'Ishikawa

De nos jours, la qualité vise de plus en plus la satisfaction globale du client. Il faut
désormais tenir compte de la qualité de la relation client-producteur (ou client-prestataire de
services) et de la perception par le client du service rendu. Cela passe par le management de la
qualité. Les entreprises s’organisent maintenant pour donner a leurs employés I’envie de bien

faire leur travail : c’est le systéme de management de la qualité (SMQ).

2. Le management de la qualité

Le Systéme de Management de la Qualité est I’ensemble des activités par lesquelles un
organisme définit, met en ceuvre et revoit sa politique et ses objectifs qualité conformément a
sa stratégie. La norme 1SO 9001 prévoit une approche par processus lors du développement,
de la mise en ceuvre et de I’amélioration de 1’efficacité d’un systeme de management de la
qualité, ce qui permet d’intégrer pour toutes les activités de D’entreprise le principe

d’amélioration continue.

La roue de Deming (Figure 7) est un outil qui permet la gestion de la qualité et

I’amélioration continue. Il se décompose en 4 phases : PDCA (Plan ; Do ; Check ; Act) :

Plan : 1l faut commencer par identifier le probléme et préparer ce que I’on va

réaliser.
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- Do : Cette étape consiste ensuite a mettre en ceuvre, a réaliser ce que I’on a

prévu de faire.

- Check : Puis il faut controler que les résultats obtenus sont conformes a ce qui
était prévu, que les solutions mises en ceuvre sont efficaces. On se sert par exemple

d’indicateurs qualité.

- Act : Enfin cette étape consiste a agir pour ajuster les écarts observes, a
rechercher les axes d’amélioration.

Prévolr, Faire, Vérifier, Réagir

La Roue de Deming et l'amélioration permanente

Figure 7 : Roue de Deming

3. Contexte actuel de la qualité en biologie médicale

Tout laboratoire de biologie médicale est tenu de contrbler la bonne exécution des
examens qu’il réalise. Une premiere version du GBEA (= Guide de Bonne Exécution des
Analyses de biologie médicale) est parue suite a 1’arrété du ministre chargé de la santé du 2

novembre 1994 et une seconde version est publiée en 2002.

En 2008, le reglement n°765/2008/CE du Parlement européen et du Conseil du 9
juillet 2008 impose aux Etats membres de désigner chacun un seul organisme d’accréditation.
En France, I’organisme désigné est le Comité Frangais d’Accréditation (COFRAC).
Initialement, la démarche d’accréditation des laboratoires de biologie médicale était basée sur

le volontariat. Puis 1’ordonnance n°2010-49 du 13 janvier 2010 rend obligatoire
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I’accréditation des laboratoires selon la norme NF EN ISO 15189. L’article L. 6221-1 du CSP
interdit désormais aux laboratoires de réaliser des examens de biologie médicale sans
accréditation. De plus, la démarche d’accréditation doit porter sur les trois phases de I’examen

: la phase pré-analytique, la phase analytique et la phase post-analytique.

La loi du 30 mai 2013 instaurant la réforme de la biologie médicale précise le
calendrier de mise en place de ’accréditation par paliers successifs : elle était obligatoire pour
50 % des actes au 1% novembre 2016, 70 % des actes au 1* novembre 2018 et 100 % des
actes au ler novembre 2020. Cependant devant le nombre trés important de laboratoires et
d’examens de biologie médicale a accréditer, le COFRAC n’a pas pu répondre a toutes les
demandes d’accréditation. Ainsi la loi du 9 décembre 2016 relative a la transparence, a la lutte
contre la corruption et a la modernisation de la vie économique reporte au 31 décembre 2017
la premiére échéance d’accréditation des laboratoires de biologie médicale, et supprime le cap

a franchir en 2018.

4. Lanorme NF EN ISO 15189

La norme ISO 15189 a été congue par 1’organisation internationale de normalisation
(1ISO) qui regroupe tous les organismes nationaux de normalisation au niveau mondial. La
derniere version de cette norme a été publiée en décembre 2012(3). Elle ne s’applique qu’aux
laboratoires de biologie médicale. En France, elle est rendue obligatoire par la loi HPST (= loi
Hopital, Patient, Santé, Territoire) de 2010.

Cette norme définit les exigences de compétence et de qualité propres aux laboratoires

de biologie médicale. Elle se base sur deux normes qui étaient déja existantes :
- la norme 1SO 9001 relative aux systémes de management de la qualité

- la norme ISO/CEI (= Commission Electrotechnique Internationale) 17025 relative aux

exigences générales concernant la compétence des laboratoires d’étalonnages et d’essais.

La norme 15189 est composée de deux grandes parties : une partie dédiée aux
exigences relatives au management (proche de la norme ISO 9001) et une partie relative aux

exigences techniques.
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Enfin, cette norme internationale laisse aux laboratoires de biologie médicale le libre
choix de ses méthodes de validation et de son organisation. Cependant, toutes les démarches

effectuées et les résultats obtenus doivent étre enregistrés.

5. Le COFRAC

Suite au réglement n°765/2008/CE du Parlement européen et du Conseil du 9 juillet
2008 le Comité Francais d’Accréditation (=COFRAC) est désigné comme étant la seule
instance francaise d’accréditation. Depuis sa création en 1994, le COFRAC est chargé de
reconnaitre la compétence et I'impartialité des organismes accrédités et d’obtenir la
reconnaissance au niveau international, de leurs compétences et leurs prestations. Le
COFRAC est décomposé en quatre sections qui gérent les accréditations chacune dans leur
domaine. La section chargée d’évaluer et d’accréditer les laboratoires de biologie médicale est

la section Santé Humaine.

6. Cycle de I’accréditation

Le processus d’accréditation selon la norme ISO 15189 des LBM est long et

rigoureux. Il se décompose en quatre grandes parties :

- Le laboratoire dépose une demande d’accréditation auprés du COFRAC qui va étudier
la recevabilité du dossier. Une convention est ensuite établie entre le COFRAC et le

laboratoire demandeur.

- Le laboratoire est évalué au cours d’un audit initial sur des bases factuelles. Une
équipe d’évaluateurs est désignée en fonction de leurs compétences et des domaines de la
biologie médicale qui sont évalués lors de 1’audit. Cette équipe est toujours composée a la fois

d’auditeurs qualiticiens et d’auditeurs techniques (ces derniers sont des biologistes).

- Le rapport de I’évaluation est examiné par une commission qui décide ou non

d’accréditer le LBM.
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- La décision d’accréditation est finalement notifiée par le directeur du COFRAC. Une

attestation qui précise le champ et la durée de ’accréditation est délivrée au laboratoire.

Initialement, ’accréditation est accordée pour 4 ans. Pendant ce premier cycle, le
laboratoire est de nouveau évalué lors d’audits de surveillance (évaluation allégée) tous les
ans. A la fin de ce premier cycle de 4 années, un audit de renouvellement est organisé avec
une évaluation de ’ensemble des exigences de la norme 15189. L’accréditation est alors
reconduite pour une durée maximale de 5 ans entrecoupée tous les 15 mois d’audit de

surveillance.

Audit Audits de Audit de
initial surveillance renouvellement
. 12 mois 12 mois 12 mois 12 mois .

Période de 4 ans
15 mois 15 mois

Cycle de 5 ans

15 mois . 15 mois
Audits de
surveillance

Figure 8 : Cycle de I'accréditation

7

7. Portées d’accréditation

Une portée d’accréditation est un énoncé formel et précis des activités pour lesquelles

le laboratoire demande I’accréditation (34).

La section santé humaine du COFRAC répartit dans le SH-INF-50 toutes les lignes de
portée d’accréditation en domaines, familles, sous-domaines et sous-familles. Chaque sous-

famille est composée de plusieurs lignes de portée d’accréditation. La PCR bactérienne est
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concernée par la ligne BA8 (domaine « Biologie médicale », famille « Microbiologie », sous-

domaine « Microbiologie », sous-famille « Bactériologie »).
Deux types de portées d’accréditations sont proposés par la norme ISO 15189.

- L’accréditation d’une analyse en portée A : dans ce cas I’analyse est réalisée
selon une méthode reconnue. Le laboratoire adopte une méthode validée par le

fournisseur qu’il doit utiliser selon les recommandations du fournisseur.

- L’accréditation d’une analyse en portée B : dans ce cas le laboratoire peut
développer lui-méme, ou adapter une méthode. Le laboratoire doit alors valider sa
méthode.

8. Validation/vérification de méthode

Selon la norme NF EN ISO 15189, un laboratoire doit vérifier (portée A) ou valider
(portée B) une méthode avant de 1’utiliser en routine. Le but d’une validation/vérification de
méthode est de s’assurer qu’elle correspond a 1’usage pour lequel elle est prévue et que les

résultats rendus sont fiables.

Ainsi le laboratoire réalise un dossier de validation/vérification de méthode qui,
comme expliqué dans le guide du COFRAC SH-GTA-04, doit comporter :

- Une description de la méthode a mettre en place : il s’agit d’expliquer I’intérét
et le principe de la méthode, de décrire le processus (il peut s’agir d’un processus
simple ou d’un processus complexe avec plusieurs sous-processus) et le caractére

quantitatif ou qualitatif de la méthode.

- Les détails de la mise en ceuvre de la validation/vérification de méthode
- Une étude de la maitrise des risques

- Un rapport de 1’évaluation des performances de la méthode sur site

- Enfin, la déclaration d’aptitude
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Pour guider les laboratoires, le COFRAC propose un modéle a suivre : le formulaire
SH-FORM-43.

La version 2012 de la norme NF EN ISO 15189 précise les notions de processus
simple et de processus complexe (35). Lorsqu’un examen de biologie médicale est un
processus simple, I’examen ne comporte qu’une seule méthode, par opposition aux processus
complexes qui comportent plusieurs sous-processus indépendants les uns des autres. Dans le
cadre d’un processus complexe, chaque sous-processus doit faire 1’objet d’une évaluation des

critéres de performance.

Une méthode peut étre quantitative, lorsque les résultats sont issus de données
numériques, on obtient alors un résultat chiffré, une quantité d’analyte. A D’inverse, les
méthodes donnant des résultats issus de données non numeériques (présence ou absence,
lecture subjective...) sont dites qualitatives. Dans ce cas la méthode ne donne pas

d’information sur la quantité mais seulement sur la présence ou I’absence de ’analyte.

Selon le caractére quantitatif ou qualitatif de la méthode et selon le type de portée
choisi (A ou B), tous les critéres de performance ne sont pas forcément a évaluer sur site
(Figure 9). Le fournisseur doit procurer au laboratoire un dossier de validation de méthode. Si
le laboratoire choisi la portée d’accréditation de type A, il s’appuie sur le dossier de validation
du fournisseur et juge de la nécessité de chaque essai de vérification a réaliser sur site. Pour
chaque critére de performance que le laboratoire choisi de ne pas vérifier, il faut argumenter

les raisons de ce choix.
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CRITERES A EVALUER

Vérification (portée A)

Validation (portée B)

Méthode Méthode Méthode Méthode
quantitative qualitative | quantitative | qualitative
;itzfrlrlféé dsra?r% jtab ilité et fidélité Essai Essai Essai Essai
Justesse/exactitude (approche) Essai Essai Essai Essai
. Maitrise des Maitrise des
c:;?:b'lt;;ge:{fgvc;z:?oge Essai facteurs de Essai facteurs de
variabilité variabilité
Comparaison avec méthode déja
utilisée au laboratoire ou autre
meéthode du laboratoire (appareil Essai Essai Essai Essai
en miroir’, EBMD) et analyse des
discordances™
Intervalle de mesure
(Limite de quantification et Bibliographie / Essai /
limites de linéarité)
Interférences (lipémie,
hémoglobine plasmatique, Bibliographie- | Bibliographie Essai Essai
bilirubine, médicaments, ...)
g‘:,"}f":;g’;"m entre échantillons | g osraphic | Bibliographie |  Essai Essai
Robustesse Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
f:‘\'/gg‘:fe"’:n‘;[‘,’af qu’gg fs Bibliographie | Bibliographie |  Essai Essai
Bibliographie
(fournisseur ou
autre, s'assurer
{fst:gl‘l’:ge de ehice (valours de la Bibliographie Essai Essai
cohérence
avec l'état de
l'art)
Limite de détection / Bibliographie Essai
fg:f;{l’;l"':’“"s’b””é / Bibliographie Essai

Le dossier doit conclure sur I'avis d'aptitude’’ de la méthode ou du systéme analytique.

Figure 9 : Critéres de performance a évaluer (SH-GTA-04) (35)

contamination.

a) La fidélité intermédiaire
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réalisée par différents opérateurs, a différents jours (35).

Dans ce travail nous allons notamment aborder la fidélité intermédiaire, I’exactitude, la

sensibilite et la spécificité analytique, la comparaison de méthodes et les essais de

La fidélité intermédiaire est la reproductibilité intra laboratoire. On vérifie que les

résultats obtenus a partir d’un méme échantillon, restent semblables lorsque 1’analyse est




b) L’exactitude

L’exactitude est 1’étroitesse d’accord entre une valeur mesurée et la valeur vraie d’un
mesurande. L’exactitude se vérifie a I’aide d’échantillons standards, les Evaluations Externes

de Qualité (EEQ) (35).

L’exactitude est une performance qui fait partie de la vérification continue d’une
méthode. En effet, elle doit étre vérifiée avant la mise en place de la méthode mais également

régulierement (la fréquence est a définir) tout au long de ’utilisation de la méthode.

¢) Lasensibilité et la spécificité analytique

La sensibilité analytique est la probabilité que la méthode a évaluer donne un résultat

positif lorsque 1’échantillon testé est connu comme étant positif (36).

La spécificité analytique est la probabilité que la méthode a évaluer donne un résultat

négatif lorsque I’échantillon testé est connu comme étant négatif (36).

d) La comparaison de méthodes

I s’agit de tester les échantillons en parallele sur les deux méthodes et de comparer les
résultats. 1l faut que les résultats obtenus par la nouvelle méthode soient concordants a ceux

obtenus par I’ancienne. Si ce n’est pas le cas il faut analyser les causes de discordances.

e) Essais de contamination

La contamination est un point critique de la PCR. Il faut donc réaliser des essais
permettant de démontrer que tout au long du processus analytique il n’y a pas de

contamination d’un échantillon négatif par un échantillon ou un contréle positif.
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9. Validation / vérification continue

La vérification / validation d’une méthode comprend deux grandes phases : une phase
initiale (avant la mise en ceuvre en routine de la méthode) puis une phase de vérification /

validation continue.

Cette seconde phase permet de s’assurer que la méthode reste performante dans le
temps. Elle répond aux exigences de la norme NF EN ISO 15189 en permettant la maitrise du
processus analytique pendant toute la durée de I’utilisation de la méthode et en apportant la

preuve permanente de la validité des résultats.

La vérification / validation continue est réalisée en routine dans le cadre du
fonctionnement normal et quotidien du laboratoire (37). Elle est mise en ceuvre grace a

I’utilisation, la gestion et le suivi des Controles Internes de Qualité (CIQ).
Le passage de CIQ en biologie permet (37) :

- Au quotidien de s’assurer que les résultats rendus sont valides et de prendre les

mesures nécessaires en cas de rejet (étude d’impact, action corrective),

- A plus long terme, sur plusieurs jours (ou plusieurs séries) les CIQ permettent de voir
les tendances, de détecter les phénomeénes de dérive et de mettre en place des actions

préventives.

Le diagramme de Levey-Jennings est un outil crucial pour la vérification continue. Il
est construit a partir d’une quinzaine de passages de CIQ minimum (38). On calcule la

moyenne des différents résultats obtenus ainsi que 1’écart-type (la déviation standard ou SD).

Les régles de Westgard définissent les limites d’acceptabilité et de rejet des contrbles
en se basant en général sur des intervalles calculés : [moyenne +/- 1SD], [moyenne +/- 2SD]

et [moyenne +/- 3SD].
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Regles | Description
15 1 valeur éloignée de plus de 2 écarts-types de la moyenne
13 1 valeur éloignée de plus de 3 écarts-types de la moyenne
5 2 valeurs consécutives eloignées de plus de 2 écarts-types du méme c6té de la
z moyenne
Rus 2 valeurs consécutives ¢loignées 1’une de I’autre de plus de 4 écarts-types
4 valeurs consécutives éloignées de plus de 1 écart-type du méme coté de la
s moyenne
104 10 valeurs consécutives situées du méme c6té de la moyenne

Tableau 1: Régles de Westgard (39)
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Objectifs

Ce travail a pour objectif principal la mise en place et la Vérification de méthode
initiale, en portée A, de la trousse de PCR : Urethritis basic® (Fast-Track Diagnostics) pour la
détection qualitative de Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae et Mycoplasma

genitalium.

Secondairement, nous établirons un suivi continu des performances a partir des

controles.
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Matériels et méthodes

A. Dossier de vérification de méthode

Pour réaliser le dossier de vérification de méthode nous nous sommes basés sur
différents documents de référence. Parmi les documents du COFRAC, nous avons utilisé en
particulier le SH-GTA-04, le SH-FORM-43, le SH-INF-50, le SH-GTA-01 et le SH-REF-08.

1. Description du processus

I1 faut tout d’abord choisir selon 'utilisation prévue, le type de portée d’accréditation
adapté (35). Dans le cas présent nous choisissons la portée d’accréditation de type A puisque
nous utiliserons la méthode selon les recommandations du fournisseur et que notre kit est

marqué CE.

Le caractére simple ou complexe du processus est a définir (35). Bien que notre
méthode soit composée de plusieurs étapes (extraction, préparation des mix, amplifications)
elles sont complétement indissociables les unes des autres et 1’ensemble est considéré comme
un processus simple donnant un résultat final et unique. Il n’est pas possible de considérer la
PCR comme un processus complexe au sens du COFRAC (avec plusieurs sous-processus) car
il faudrait alors réaliser la vérification des performances de I’extraction séparément de la

vérification des performances de I’amplification.

Ensuite il faut definir le caractére quantitatif ou qualitatif des resultats (35). Pour notre
technique de PCR en temps réel les résultats sont qualitatifs. En effet, ils sont rendus en
termes de présence ou d’absence d’ADN bactérien détecté. De plus, malgré le fait que le
résultat soit basé sur un seuil numérique, le Ct (cycle threshold), notre fournisseur précise
dans son manuel d’utilisation que la positivit¢ se définit par la présence d’un tracé

d’amplification, ¢’est-a-dire un tracé exponentiel de la courbe de fluorescence.

Le type d’échantillon analysé est rappelé ainsi que le support utilisé pour collecter ces

¢chantillons. Les unités d’expression des résultats et les critéres d’interprétation sont précisés.
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Enfin, les références des appareils utilises et celles des réactifs sont précisées.

2. Analyse de risques

L’analyse de risques est réalisée selon une approche par processus (40) :
e Processus pré-analytique :
o Demande d’analyse, transcription de la prescription
o Préparation du patient, prélevement de 1’échantillon biologique
o Acheminement
o Enregistrement de la demande
o Conservation de I’échantillon
e Processus analytique :
o Prétraitement de 1’échantillon
o Extraction
o Préparation des mix
o Amplification
o Vérification technique et analytique (contréles)
e Processus post-analytique :
o Interprétation des résultats
o Validation biologique
o Reéalisation du compte-rendu et communication des résultats
o Traitement administratif et facturation

o Stockage des échantillons biologiques
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Pour chaque étape (sous-processus) de chaque phase (processus) de I’analyse, les
risques sont répertoriés dans un tableau réesumant les dangers ainsi que leurs effets. Pour
chaque risque il faut apporter un ou plusieurs points de maitrise. La criticité du risque initial et
du risque apres la mise en ceuvre des points de maitrise est calculée. Pour cela on score pour
chaque risque la frequence (F) de 1 a 3, la gravité (G) de 1 a 3 et la détectabilité (D) de 1 a 3.
On multiplie ces scores entre eux pour obtenir un score de criticité. Les points de maitrise mis

en place sont destinés a diminuer la criticité (41).

3. Etude de la stabilité des échantillons

Des échantillons positifs pour chacun des trois pathogenes lors d’une premicere série
sont repassés dans la série de PCR suivante, afin de nous assurer que la stabilité des
¢échantillons n’est pas altérée en une semaine (ce qui est le délai maximum entre deux séries

de PCR). Les échantillons sont conserveés a 4°C.

4. Criteres de performance de la méthode

a) Bibliographie

Pour décider des critéeres de performance qui sont a évaluer sur site, nous nous
sommes appuyés sur différents documents : le dossier de validation de méthode réalisé par
notre fournisseur, le Quamic 2017, les recommandations des sociétés savantes telles que la
SFBC (42) et le guide du COFRAC (SH-GTA-04) (35).

b) Fidélité intermédiaire pour N. gonorrhoeae

Dans ce travail, nous choisissons de vérifier la fidélité intermédiaire des résultats
faibles positifs ou douteux pour la recherche de N. gonorrhoeae. En effet pour les deux autres

agents pathogeénes nous n’avons pas obtenu de résultats ambigus pendant la période d’étude.
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Nous décidons de repasser nos echantillons donnant des résultats faibles positifs ou
douteux pour N. gonorrhoeae, c’est-a-dire ceux présentant un signal tardif (Ct > 35) et/ou

dont I’aspect exponentiel de la courbe de fluorescence est équivoque (Figure 10).

Amplification Plot
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Figure 10 : Exemple de courbe douteuse pour N. gonorrhoeae

Les échantillons donnant ce type de résultats dans une premiere série sont a nouveau
testés dans une ou plusieurs autres séries, par un technicien différent a chaque fois. Les

échantillons sont congelés entre deux séries.
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Deux échantillons sont ainsi testés :

: . Date de la Ctde N. Ct du contrdle
Echantillon série gonorrhoeae Aspect de la courbe interne
Equivoque /
A 06/07/2017 36,67 Ascension tardive et 23,82
plateau non visible
Equivoque /
B 08/08/2017 35,89 Ascension tardive et 22,26
plateau non visible

Tableau 2 : Echantillons douteux pour le gonocoque

c) Exactitude

Notre programme d’EEQ est un programme du Centre Toulousain pour le Contréle de
qualité en Biologie (CTCB) (référence BACM). Il comporte quatre évaluations annuelles. 1l
évalue la recherche d’ADN de Chlamydia trachomatis et/ou Neisseria gonorrhoeae

uniquement. Au cours de 1’élaboration de ce travail, 2 EEQ sont passés.

Le dossier de validation de notre fournisseur comporte une évaluation de I’exactitude
de notre méthode a partir d’EEQ différents (panels Instand e.V. et panels QCMD pour C.

trachomatis et N. gonorrhoeae).

d) Sensibilité et spécificité

La sensibilité et la spécificité sont des performances délicates a vérifier car le nombre
de patients positifs est relativement faible. La réalisation de ces vérifications serait trop lourde
et trop colteuse. Nous nous baserons donc sur la bibliographie disponible ainsi que sur le
dossier de validation de notre fournisseur qui comporte une évaluation de la sensibilité et de la

spécificité.
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e) Comparaison de méthodes pour C. trachomatis

46 échantillons positifs et négatifs pour Chlamydia trachomatis sont testés avec les
deux méthodes. Les discordances sont analysées par une troisieme methode lorsque que cela
est possible (envoi des échantillons au laboratoire Cerba - méthode de PCR temps réel
Abbott®).

f) Essais de contamination

3 échantillons négatifs sont extraits en alternance avec 3 échantillons positifs (rendus
positifs par 1’ancienne méthode) pour Chlamydia trachomatis. Puis on réalise 1’étape de PCR
en alternant de la méme maniére des échantillons négatifs avec les échantillons positifs. Tous
les échantillons attendus négatifs doivent donner un résultat négatif a la fin de ’analyse pour

pouvoir conclure a I’absence de contamination inter-échantillons.

[ P — e - T —, 0 ———e B¢ oo [T B« ~omen
—— - 1 —evm- e e e, e

Figure 11 : Plan de plaque pour I'essai de contamination avec les résultats attendus
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g) Intervalle de référence

La définition d’un intervalle de référence n’est pas réalisée puisqu’il correspond a

I’absence de pathogene.

B. Vérification continue

La vérification continue est réalisée a partir de 1’exploitation des résultats de quatre

parametres :

- Ct de C. trachomatis du contréle positif
- Ct de N. gonorrhoeae du contréle positif
- Ct de M. genitalium du contrdle positif
- Ct du contrdle interne du contrdle négatif

Les contrdles sont ainsi inclus dans chaque série de PCR. La moyenne et I’écart-type
sont calculés pour chacun d’eux. Pour chaque controle une représentation graphique de
Levey-Jennings est réalisée a 1’aide du logiciel Microsoft Excel®. Les coefficients de variation

sont calculés sur I’ensemble de la période.

C. Méthodes de PCR utilisées a Beauvais

1. Les échantillons utilisés

L’étude a porté sur 46 échantillons dont 40 prélévements de 1% jet d’urine et 6
prélevements vaginaux. Les prélévements d’urine sont recueillis sur des tubes sans
conservateur. Les prélevements vaginaux sont recueillis sur écouvillons secs avec une tige en

aluminium (Copan®) ou sur écouvillon eSwab (Copan®) avec milieu de transport.
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2. L’extraction des acides nucléiques

Les échantillons ont été extraits sur 1’extracteur automatique EZ One (Qiagen®) a

I’aide des kits DNA Tissue et selon le protocole « bactérie ».

3. L’amplification

a) Ancienne méthode : GenoQuick®CT, Hain Lifescience

Les échantillons sont amplifiés a 1’aide le la trousse GenoQuick®CT et grace au

thermocycleur AB2720 Thermal Cycle (Applied Biosystems®).

Les amorces sont spécifiques de I’ADN bactérien de Chlamydia trachomatis : 2
séquences hautement préservées du géne MOMP du plasmide cryptique.

Le controle positif fourni par le coffret ne doit pas étre extrait. De 1’eau stérile est

utilisée comme contrdle négatif.

b) Nouvelle méthode : Urethritis basic®, FTD

Les échantillons sont amplifiés grace la trousse Urethritis basic® sur le thermocycleur
AB7500 (Applied Biosystems®).
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Figure 12 : Thermocycleur AB7500 (Applied Biosystems®)

Les amorces sont spécifiques du géne ORF1 du plasmide cryptique pour Chlamydia
trachomatis, du géne pta pour Neisseria gonorrhoeae et du géne mgpB pour Mycoplasma

genitalium.

Les sondes de révélation sont de type TagMan® avec un fluorophore spécifique pour
chaque géne amplifié (ROX pour C. trachomatis, FAM pour N. gonorrhoeae, VIC pour M.

genitalium et CY5 pour le contréle interne) et un quencher non fluorescent.

Les contrbles négatif, positif et interne sont fournis dans la trousse. Le controle négatif
doit étre extrait. Le contrdle interne doit étre extrait également et est donc ajouté a chaque
échantillon et au controle négatif avant I’extraction. Le contr6le positif en revanche ne doit

pas étre extrait et ne doit pas contenir de contrdle interne.
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Résultats

A. Dossier de vérification de méthode

1. Analyse de risques

L’analyse de risques est présentée en annexe.

2. Etude de la stabilité des échantillons

Echantillons | Date de Nature du 1% passage le 2" passage le
prélevement | prélevement 22/03/2017 29/03/2017
CTposl 15/03/2017 | 1 jet d’urine + +
CTpos2 18/03/2017 | Ecouvillon vaginal | + +
CTpos3 20/03/2017 | 1% jet d’urine + +
CTpos4 20/03/2017 | 1% jet d’urine + +
Tableau 3 : Etude de la stabilité des échantillons pour C. trachomatis
Echantillons | Date de Nature du 1% passage le 2" passage le
prélevement | prélevement 16/11/2017 21/11/2017
NGposl 14/11/2017 | 1 jet d’urine + +
Tableau 4 : Etude de la stabilité des échantillons pour N. gonorrhoeae
Echantillons | Date de Nature du 1* passage le 2" passage le
prélevement | prélévement 31/10/2017 07/11/2017
MGpos1 30/10/2017 | 1% jet d’urine + +

Tableau 5 : Etude de la stabilité des échantillons pour M. genitalium
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3. Critéres de performance de la méthode

a) Fidélité intermédiaire pour N. gonorrhoeae

Nos 2 échantillons donnant des résultats douteux pour N. gonorrhoeae sont repassés
dans 2 autres series de PCR par 2 autres techniciens. Les échantillons sont congelés entre
deux passages.

Echantillon A :
Ctdu
- CtdeN. Aspect de la . ,
Passages | Technicien gonorrhoeae courbe c_ontrole Résultat
interne
Faiblement
1% passage - C
le06/07/17 | M 36,67 Equivoque 23,82 positif /
Douteux
2" passage e Absence de .
le 11/07/17 \YAY Indéterminé fluorescence 27,81 Négatif
3eme
passage le OB Indéterminé f,IAbsence de 26,08 Négatif
08/08/17 uorescence

Tableau 6 : Résultats de I’étude de la fidélité intermédiaire pour N. gonorrhoeae (échantillon A)

Echantillon B :
Ctdu
Passages | Technicien CtdeN. Aspect de la contréle Résultat
gonorrhoeae courbe .
interne
1* passage , Faiblement
leos/osii7 | OB 35,89 Equivoque 22,26 positif /
Douteux
2" passage , . Absence de I
le 16/08/17 FBG Indéterminé fluorescence 26,95 Négatif
3eme
passagele | VV | Indéterminé fﬁzigggsngg 31,47 Négatif
24/08/17

Tableau 7 : Résultats de I’étude de la fidélité intermédiaire pour N. gonorrhoeae (échantillon B)
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b) Exactitude

Au cours de I’¢laboration de ce travail, 2 EEQ du CTCB sont passés.

1°" EEQ passé le 19/04/17

2°™ EEQ passé le 06/07/17

Ct pour C. trachomatis 23,81 22,33
Ct pour N. gonorrhoeae Indéterminé 16,30
Ct pour M. genitalium 30,72 34,02
Ct pour le contréle interne 27,25 27,46
Positif pour C. trachomatis Positif pour C. trachomatis
(CONFORME) (CONFORME)
Résultats Négatif pour N. gonorrhoeae | Positif pour N. gonorrhoeae
(CONFORME) (CONFORME)
(Positif pour M. genitalium : (Positif pour M. genitalium :
non évalué par I’EEQ) non évalué par I’EEQ)

¢) Sensibilité et spécificité

Tableau 8 : Résultats de 2 EEQ du CTCB

Le dossier de validation de notre fournisseur nous informe que ses essais ont montré une

sensibilité de 100% pour des quantités d’ADN supérieures ou égales & 10*copies/ml.

Notre fournisseur affiche une spécificité de 100% pour les trois pathogenes recherchés

grace a des échantillons négatifs et des échantillons contenant différents agents pathogénes

(bactéries, virus et parasites) autres que C. trachomatis, N. gonorrhoeae et M. genitalium.

Aucun d’eux ne donne de résultats positifs.

Dans une communication affichée du CHRU de Tours pour la RICAI 2013 traitant des

performances de la PCR multiplexe Fast-Track Diagnostics Urethritis basic® on note une

sensibilité est de 86,7% et une spécificité de 100% pour C. trachomatis par rapport a la

technique RealTime CT/NG Abbott® prise comme référence (43).
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d) Comparaison de méthodes pour C. trachomatis

Ancienne

Nouvelle

Numéro Nature du , . . Concordant /
Date d’échantillon préléevement Tﬁg;g?eeng:)am ?;gl'%(;de Discordant
1 urine - - Concordant
2 vagin 4 - Discordant
3 urine - - Concordant
4 urine + + Concordant
5 urine - - Concordant
6 urine + - Discordant
7 urine + - Discordant
8 urine + - Discordant
9 vagin + + Concordant
10 urine + + Concordant
11 urine - - Concordant
16/03/2017 12 urine + + Concordant
13 urine - - Concordant
14 urine - - Concordant
15 urine - - Concordant
16 urine + + Concordant
17 urine - - Concordant
18 urine + + Concordant
19 urine - - Concordant
20 urine + + Concordant
21 urine - - Concordant
22 urine + + Concordant
23 urine Concordant
24 vagin - - Concordant
25 urine - - Concordant
26 urine + + Concordant
27 urine - - Concordant
28 urine - - Concordant
29 urine - - Concordant
30 urine - - Concordant
31 urine - - Concordant
32 urine - - Concordant
33 urine - - Concordant
34 vagin - - Concordant
22/03/2017 | 35 vagin + + Concordant
36 urine - - Concordant
37 urine - - Concordant
38 urine + + Concordant
39 urine + + Concordant
40 urine - - Concordant
41 urine - - Concordant
42 urine - - Concordant
43 urine - - Concordant
44 urine - - Concordant
45 vagin - - Concordant
46 urine + + Concordant

Tableau 9 : Résultats de la comparaison de méthodes pour C. trachomatis
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Parmi les 4 échantillons discordants deux ont pu étre envoyés au laboratoire Cerba
(échantillon n°2 et 6) pour rechercher C. trachomatis par une troisieme méthode (PCR en
temps-réel Abbott®). Ces deux prélévements sont revenus négatifs.

e) Essais de contamination

Echantillons Résultats attendus Résultats obtenus
D3 + +
D4 (eau distillée) - -
D5 + +
D6 (eau distillée) - -
D7 + +
D8 (eau distillée) - -

Tableau 10 : Résultats des essais de contamination

Tous les échantillons attendus négatifs sont rendus négatifs par notre nouvelle

méthode.
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B. Vérification continue

1. Représentation de Levey-Jennings pour C. trachomatis (controle positif)

Ecart-

Mc’(ﬁ)””e type | m-1SD | m-2SD | m-3SD | m+1SD | m+2SD | m+3SD | CV%
(SD)

2786 | 10696 | 26,78 | 2572 | 2465 | 2893 | 30,00 | 31,07 | 384

32 -~
31 m = = = = m m ®m ®E N E N E E E N E N N E N E N E N N N N N N N ®
30 - Ct
29 - _ = moyenne
p -2 R W S /4 U 5 T SR A -1SD
- . :
Q ) ¢ 3
27 - ; f . . +1SD
26 - ; -2SD
25 +2SD
................................ . 35D
24 -
= +3SD
23 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Run

Figure 13 : Représentation de Levey-Jennings pour C. trachomatis (contréle positif)
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2. Représentation de Levey-Jennings pour N.

gonorrhoeae (contréle positif)

Ecart-
Moyenne | e | m-1SD | m-2SD | m-3SD | m+1SD | m+2SD | m+3SD | CV%
(m) (SD)
2725 | 09681 | 26,28 | 2532 | 2435 | 2822 | 2919 | 30,16 3,55
31 -+
T
29 - s 3 3 Ct
28 | * moyenne
........... 15D
8 27 -
+1SD
26 7 -25D
25 - +2SD
I L L T TR PR PR P PR R PR .
= +3SD
23 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Run

Figure 14 : Représentation de Levey-Jennings pour N. gonorrhoeae (contréle positif)
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3. Représentation de Levey-Jennings pour M. genitalium (controle positif)

Ecart-

Mc’(ﬁ)””e type | m-1SD | m-2SD | m-3SD | m+1SD | m+2SD | m+3SD | CV%
(SD)

2000 | 200 | 27,00 | 2500 | 2300 | 31,00 | 3300 | 3500 | 601

37 ~
35 h s s % = = 5 = 8 8 8% 8@ 8 s%¥;82#928=%¥%828#99208s° 883884
33 Ct
31 9+ _ * moyenne
29 —n-n;--c:-oac;-;oo.ono--c-to: oooooo .oo- ------ Hesben .....o..-otcl‘!.-!-lt _1SD
o)
O - _ -
27 - . +1SD
55 | -25D
3 S +25D
= -35D
21 -
= +3SD
19 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Run

Figure 15 : Représentation de Levey-Jennings pour M. genitalium (controle positif)
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4., Représentation de Levey-Jennings pour le contréle interne (dans le controle

négatif)
Moyenne Ecart-
m) type m-1SD m-2SD m-3SD | m+1SD | m+2SD | m+3SD CV%
(SD)
27,74 1,6930 26,04 24,35 22,66 29,43 31,12 32,82 6,10
.
31 - Ct
29 - * moyenne
PR PR N S e ' 352 CURUUUTTUUIIN S N 0% U RUNRRND. 079 TR -15D
© 27 1 +1SD
-2SD
25 -
+2SD
23 b s s w s m o moEoEoEoEoEoEEEEEEEEEEEEEEEEEEHE - -BSD
= +3SD
21 T T T T T 1
0 10 15 20 25 30 35
Run

Figure 16 : Représentation de Levey-Jennings pour le contréle interne (dans le contrdle négatif)
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Discussion

Ce travail a permis de réaliser la vérification de méthode sur site de la trousse de PCR

triplexe en temps réel, Urethritis basic® (FTD).

Les essais de contamination inter-échantillons sont essentiels en biologie moléculaire.
Nos essais montrent qu’ils n’y a pas de contaminations inter-échantillons pendant la
technique, ni au moment de ’extraction, ni lors de 1’étape d’amplification et révélation.
Cependant ces essais ne permettent pas d’objectiver le risque global de contaminations inter-
échantillons qui est constant dans tout laboratoire de biologie moléculaire. Ce risque est
¢valué dans I’analyse des risques, et les points de maitrises sont conformes aux
recommandations du COFRAC. Nos locaux sont conformes selon la norme avec une piece
pour la préparation des mix, une piéce pour I’extraction et une pi¢ce pour 1I’amplification et la
révélation (40). Nous appliquons ainsi le principe de la marche en avant (pas de retour depuis
la piece amplification vers la piece préparation des mix par exemple). D’autre part, les étapes
d’amplification et de révélation en temps réel sont réalisées dans un systéeme complétement
automatisé et fermé. Notre ancienne méthode avec révélation en point final, en systéme
ouvert, nous faisait quelques fois suspecter des contaminations en particulier si dans la série

un échantillon fortement positif était présent.

Les résultats des EEQ sont conformes aux résultats attendus par le CTCB. Une des
principales limites de ce dossier de vérification de méthode est I’absence d’EEQ pour
Mycoplasma genitalium commercialisé, a notre connaissance pendant la période de realisation
de ce travail, or il s’agit d’une obligation de la norme (3). Cependant, les 2 EEQ effectués sur
la période sont revenus positifs a M. genitalium, ce qui est rassurant, bien que non évalué par
le CTCB.

Les EEQ QCMD utilisés par notre fournisseur pour sa validation de méthode ne
contiennent pas le paramétre M. genitalium. Aprés la mise en place de notre technique nous
avons trouvé qu’il existait un EEQ QCMD pour M. genitalium, nous pensons qu’il n’est

commercialisé que depuis quelques mois.

Nos essais de stabilité des échantillons avant I’analyse nous permettent de montrer que

les échantillons restent stables pendant au minimum 7 jours pour C. trachomatis, N.
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gonorrhoeae et M. genitalium. Compte-tenu de ces essais, du nombre moyen de demandes
d’examens par semaine, de I’urgence relative de cet examen et de la disponibilité de notre
personnel technique (un technicien dédié a la PCR pour la journée), cette stabilité est

compatible avec la réalisation d’au moins une série hebdomadaire de PCR.

La fidélité intermédiaire n’est pas forcément a vérifier pour une méthode qualitative en
portée A (42). Nous avons cependant décidé d’inclure celle-ci a notre vérification de méthode
¢tant donné 1’existence de résultats douteux pour le gonocoque au cours de nos essais. Nous
n’avons pas été confrontés a ce type de résultats pour C. trachomatis et M. genitalium pendant
la période sur laguelle nous avons réalisé de ce travail.

La grande limite des TAAN est son manque de valeur prédictive positive pour N.
gonorrhoeae en particulier dans une population a faible prévalence (44). La HAS dans son
argumentaire de novembre 2015 identifie notamment le signal d’amplification faible (tardif)
comme un ¢élément en faveur d’un manque de spécificité et laisse a 1’appréciation du
biologiste la nécessité de confirmer ces résultats par 1’utilisation d’une sonde supplémentaire.
Nous avons choisi dans un premier temps d’évaluer la reproductibilité de ces signaux faibles
et douteux.

Notre vérification de méthode montre que lorsque 1’on repasse les échantillons
donnant des résultats douteux avec la méme technique, ils sont alors négatifs, sans équivoque,
a deux reprises. Les échantillons ayant été aliquotés et congelés des leur 1% passage, nous
excluons ainsi tout probleme pré-analytique.

Nous pouvons émettre différentes hypotheses concernant ces signaux faibles et non
reproductibles. Il peut s’agir d’une accroche non spécifique de la sonde entrainant une
amplification faible avec un signal tardif. On sait notamment que les prélévements au niveau
des sites extra-génitaux sont susceptibles de provoquer des réactions croisées avec les
Neisseriae commensales (20). Cependant, ceci est peu probable dans notre cas s’agissant de
prélévements de premier jet d’urine. Il peut éventuellement s’agir d’une quantité tres faible de
cible dans I’échantillon. On ne peut pas exclure une contamination. Nous excluons en
revanche la formation de diméres d’amorces, la technologie Tagman® permettant de
s’affranchir de ce phénomeéne.

Aprés avoir prouvé que ces signaux ne sont pas du tout reproductibles nous

envisageons 1’application de 1’algorithme suivant (Figure 17) :
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Signal tardif / Résultat douteux

|

Ct du contrdle Résultat non
interne < 33 Em— valide (présence d'un
NON inhibiteur 7)

Aligquot et congélation en

attendant la prochaine série
de PCR

|

2md passage

- S

Negatif signal tardif /
Résultat douteux

| |

Rendre résultat Envoi pour

négatif contrdle par une

autre technique

Figure 17 : Arbre décisionnel en cas de résultat douteux pour le gonocoque

Pour I’instant nous considérons un signal comme étant tardif lorsque le Ct est
supérieur a 35. Ce seuil est fixé de facon arbitraire pour le moment, il faudra le déterminer de

facon plus précise avec la pratique.

Suite a notre comparaison de méthodes pour la recherche de C. trachomatis, on
observe 4 résultats discordants sur 46 (8.7%), uniquement dans le sens positif avec 1’ancienne
méthode et négatif avec la nouvelle méthode. Deux causes sont possibles :

- soit il s’agit de faux négatifs rendus par notre nouvelle méthode qui serait alors moins
sensible que 1’ancienne méthode,
- soit il s’agit de contaminations de I’ancienne méthode (méthode avec révélation en

point final, en systeme ouvert).
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Une communication affichée du CHRU de Tours pour la RICAI 2013(43) qui traite
des performances de la PCR multiplexe Fast-Track Diagnostics Urethritis basic® montre une
sensibilité de 86,7% et une spécificité de 100% pour C. trachomatis par rapport a la technique
RealTime CT/NG Abbott® prise comme référence. Deux des prélévements discordants ont pu
étre envoyes au laboratoire Cerba, qui utilise également la technique CT/NG RealTime
Abbott®, et sont revenus négatifs.

L’hypothese privilégiée est donc une contamination de I’ancienne méthode, ce qui
confirme I’intérét largement démontré de la PCR temps réel par rapport au point final en
termes de contaminations. Notre nouvelle méthode remplit donc les exigences du QUAMIC

2017 (performances supérieures a celles de I’ancienne méthode).

L’objectif secondaire de ce travail était de proposer un outil de vérification continue
des performances de notre méthode de PCR en temps réel grace a des représentations de
Levey-Jennings. En effet, bien que notre méthode soit qualitative, sa validité est basée sur les
valeurs numériques des contrdles. Les controles internes du contrdle négatif et les controles
positifs des trois parametres doivent étre inférieur a 33 pour valider la série. Nous décidons de
suivre ainsi les Ct de ces quatre parametres. Il n’est pas pertinent de suivre les valeurs des
contréles internes des échantillons patients dans la mesure ou cette donnée est trop

dépendante de 1’échantillon lui-méme (présence d’inhibiteur, phénoméne de compétition).

A chaque série de PCR, la moyenne des différents contrdles suivis ainsi que les
intervalles +/-1SD, +/-2SD, +/-3SD sont recalculés (moyenne flottante) grace a des tableaux
Excel. Le graphique de Levey-Jennings est alors mis a jour pour chacun de nos quatre
contr6les. Nous considérons que lorsque la borne +2SD est supérieure ou égale a 33, un
phénomene de dérive est en train d’apparaitre. D’autre part, différentes régles de Westgard
sont intéressantes dans le cadre de notre PCR pour nous permettre de repérer un phénomeéne
de dérive : les regles 2.2s, R4s, et 10X (en particulier pour des valeurs au-dessus de la
moyenne se rapprochant du seuil de 33).

Sur la période pendant laquelle ce travail a été réalisé, nous n’avons été confrontés
qu’a une alerte ou la régle R4s est violée pour le controle positif de M. genitalium. La
représentation de Levey-Jennings pour ce contrdle nous donne une borne +2SD supérieure a
33. Cela est d0 a une valeur aberrante, particulierement basse (Ct a 19,64 le 10 mai 2017).
Lors de cette série, le cycle threshold pour M. genitalium a été mal positionné. En effet, le

bruit de fond a produit un signal linéaire avant I’amplification exponentielle qui a été
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considéré a tort comme un signal positif. Si on retire des calculs la valeur aberrante en
question, la borne +2SD du contréle de M. genitalium passe de 35 a 31,24 et le coefficient de
variation passe de 6,91% a 3,27%.

Nous avons remarqué au cours de ce travail que ce phénomene de bruit de fond
mimant un signal positif apparaissait assez régulierement sur le canal de fluorescence de M.
genitalium sans que notre fournisseur ne puisse nous donner d’explication trés satisfaisante.
Cependant un bruit de fond trop important géne le positionnement du cycle threshold,
repoussant le vrai seuil de détection exponentielle vers des Ct plus élevés, plus proches de la
borne de 33. Nous notons donc qu’un controle sortant avec un Ct particuliérement bas par
rapport aux valeurs antérieures suggéere un mauvais placement de cycle threshold (Ct placé
dans le bruit de fond). Dans ce cas nous corrigeons simplement le placement du seuil avant de
valider la série.

Pour chaque parameétre un coefficient de variation est calculé. Il est inférieur a 5%
pour les 3 contrdles positifs (apres retrait de la valeur aberrante pour M. genitalium). Cela
nous semble tout a fait satisfaisant. 1l existe trés peu de données dans la littérature a ce sujet.
Dans une publication traitant de la validation d’une méthode de PCR maison pour la
recherche de Leishmanies, la validation continue par le suivi des contréle donne un CV a5 %
(45). Pour le contréle interne dans le contr6le négatif, le coefficient de variation est de 6,10%.
Ce coefficient de variation Iégerement plus élevé pourrait étre di au fait que contrairement
aux autres contrdles, le contrdle interne passe par 1’étape d’extraction ce qui peut étre un
facteur de variation supplémentaire.

Le contr6le interne (du contrble négatif) est le seul controle extrait (les contrdles
positifs ne le sont pas). La représentation de Levey-Jennings pour ce parameétre nous permet
donc principalement de suivre la qualité de 1’extraction. Si un phénoméne de dérive est
observé pour ce contréle uniquement, cela nous oriente vers un probléme soit au niveau de
I’extracteur, soit au niveau de la métrologie de la pipette qui sert a prélever le contrdle interne
avant I’extraction. Cela peut également étre un probléme au niveau du canal de détection de la
fluorescence du contréle interne ou bien un lot défectueux de ce contrdle. En ce qui concerne
les contrdles positifs, différents cas sont possibles. Soit le phénoméne de dérive ne se produit
que pour un seul des trois contréles positifs, soit il touche les trois a la fois. Dans le cas ou la
dérive n’est observée que pour un controle, la cause peut étre un probléme au niveau du canal
de détection de fluorescence correspondant. Dans le cas ou les trois controles positifs sont
touchés, les causes a évoquer sont un lot de controles défectueux ou une dérive métrologique

de la pipette servant a la préparation des mix. Si un phénomene de dérive apparait dans le
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méme sens pour les 4 contréles suivis, il faut alors évoquer un probleme de conservation des
réactifs (en particulier de la Taq polymérase) et des contrbles (derive métrologique des
congélateurs) ou un probleme technique au niveau du thermocycleur.

Les différentes possibilités de dérives et leurs causes principales peuvent ainsi étre

résumées dans le tableau suivant :

Parametres touchés par le

, R L. Causes principales
phénomeéne de dérive

e Probléme technique du thermocycleur

Tous les controles e Dérive métrologique du congélateur de

stockage des réactifs (Tag+++) et contrdles

e Probléme technique au niveau de I’extracteur

e Dérive métrologique de la pipette du contréle

interne
Seulement le contrdle interne
e Lot de contrble interne défectueux

e Dérive du canal de détection de la fluorescence
du contrdle interne

Un seul controle e Dérive du canal de détection de la fluorescence

positif du controle positif en question
Seulement le(s)
controle(s) o Dérive métrologique de la pipette de
positif(s) Tous les préparation des mix

contréles positifs
e Lot de contrbles positifs défectueux

Tableau 11 : Principales causes de dérive en fonction des controles concernés
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Conclusion

Ce travail a permis de vérifier sur site notre méthode de PCR en temps réel sur un
nouvel automate et avec une nouvelle trousse de PCR triplexe. Nous avons pu conclure a
I’aptitude de la méthode sur site avec toutefois une non reproductibilité des résultats douteux
pour le gonocoque qui nécessitent donc un nouveau passage. Grace a cette trousse nous
pouvons désormais mettre en évidence N. gonorrhoeae et M. genitalium, en plus de C.
trachomatis (que nous recherchions déja auparavant par PCR en point final). La détection
simultanée, en particulier de C. trachomatis et N. gonorrhoeae nous parait essentielle étant
donné I’épidémiologie et les recommandations de la HAS.

L’autre partie importante de ce travail est la mise en place d’un outil pour la
verification continue de notre méthode. Cet outil nous permet de repérer une dérive et de nous
orienter, en fonction de son type, vers une ou plusieurs causes en particulier. Nous nous

assurons ainsi de maitriser notre méthode tout au long de son utilisation.

Quelques points restent néanmoins en suspens :

D’une part nous considérons comme douteux tous les résultats de gonocoque dont le
Ct est supérieur ou égal a 35. Le seuil de Ct a 35 est fixé arbitrairement, partant du principe
que, au-dela, le signal est considéré comme faible et 1’aspect exponentiel de la courbe est
difficilement appréciable. Il faudra par la suite déterminer plus finement le seuil exact a partir
duquel il sera nécessaire de contréler un résultat faible pour le gonocoque.

D’autre part, devant I’existence de sites d’infections extra-génitaux, il sera utile par la
suite de valider notre méthode sur des prélévements divers, notamment oro-pharynges. Notre
fournisseur n’ayant pas validé sa méthode pour ces prélevements, cela relévera d’une

validation de méthode en portée B.
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Annexe : Dossier de vérification de méthode (SH-FORM-43)

Examen de biologie médicale

Identification du paramétre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :
PCR multiplexe Chlamydia trachomatis Neisseria gonorrhoeae Mycoplasma genitalium

Processus simple [X] ; Processus complexe [] (nombre de sous processus...)

Description du processus

Eléments a veérifier Limites d*accentabilité Modalités de
(argumentation) P vérification/validation

[0 Répétabilité

Essais (Douteux faibles

positifs pour N BJ Fidélité intermédiaire

gonorrhoeae))
[ Variabilité inter-opérateurs
[] Justesse

Essais (EEQ) X Exactitude

Sensibilité au moins égale a celle
Dossier de validation du de I’ancienne méthode/Spécificité
fournisseur doit étre >95% (QUAMIC 2017)

X Sensibilité et spécificité
analytique

Processus [ Incertitudes

[0 Etendue de mesure

Concordance des résultats ou
performances

Essais supérieures/Sensibilité au moins

égales (QUAMIC 2017)

B Comparaison de méthodes

Dossier de validation du B Interférences
fournisseur

. Absence de contamination Bd Contamination
Essais

[] Robustesse et fiabilité des
réactifs

[] Intervalle de référence
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LABM CH BEAUVAIS
Avenue Léon Blum
BP 40319
60021 BEAUVAIS
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Centre Haspitalier # (
»Beauyais

Rapport de vérification analytique
en portée A d'une méthode de

Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05
Version : 05
Applicable le : 01-02-2016

biologie médicale

Détection d’ADN bactérien par extraction et PCR en temps réel

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

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Détection d’ADN bactérien dans des échantillons
biologiques d’origine humaine

Principe de la Méthode :

Extraction des acides nucléiques. PCR avec sondes et
amorces spécifiques

Type d'échantillon primaire :

1% jet d’urine, prélévements génitaux et rectaux

Type de récipient, additifs :

Pot stérile, tubes « Monovettes » sans conservateur,
écouvillons eSwab (Copan), écouvillons secs rayonne-
aluminium (Copan)

Prétraitement de I'échantillon :

Ecouvillons secs déchargés dans tampon d’extraction
Qiagen

Unités :

Absence ou présence d’ADN bactérien pour chacune des
trois espéces (méthode qualitative)

Critéres d’interprétation :

Courbe exponentielle croisant le threshold

Marquage CE (Oui/Non) :

Oui

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

Il n’existe pas de CNQ

Equipement (instrument, analyseur, etc.) :

Extracteur : Qiagen EZ1 Advanced XL
Appareil de PCR en temps réel : Applied Biosystems 7500
Real Time PCR System

Référence du réactif :

Fast-Track Diagnostics Urethritis basic

FTD 33.1-32
FTD 33.1-64
Notice V3 du 2016_12
Matériau d'étalonnage (références) : NA
Type d'étalonnage, nombre de niveaux et NA
valeurs :
MISE EN (EUVRE

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

Techniciens référents : BARBET Olivier, MOREL Nathalie,
VILLAIN Virginie, BROUDIN-GAUTIER Florence

Procédure de validation/mode opératoire :

CHB-D1 PR002 « Vérification Validation des méthodes
d’analyses »

Procédure de gestion de la portée flexible :

CHB - D1 PR003 « Gestion de la portée flexible »

Période d’étude :

Du : 16/03/17 au 29/03/17

Date de 1°° utilisation :

29/03/17 (mise en route de 1I’automate)

Autorisation de mise en service par :

Claire PLASSART

Période de réévaluation :

NA

Objet(s) de la réévaluation :

NA
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Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05
Version : 05
Applicable le : 01-02-2016

Rapport de vérification analytique
en portée A d'une méthode de
biologie médicale

MATTRISE DES RISQUES : phase pré-analytique

Criticité initiale

Criticité résiduelle

Activite Danger Effet Cause FlelD T Point de maitrise G D T
Modalités
: d’information sur Contrat clinico-biologique
Pres_crlpteur mal . Examen-s, les prestations du 4 | 2| 3| 24 Prestation de conseil 2 1 6
informé inappropriés - -
laboratoire non Guide des analyses
définies
Prescription dI,E.geutr. to,u dabse?cet Critéres d’acceptation des
! ilblsznclé gz ren Mauvaise prise en Prescription mal demandes d’analyses définis
rescripteur charge remplie 4 2 3 24 Habilitation pré-analytique 2 1 8
F,)Absenf:)e de Retard de prise en Probléme (Plan de formation - Evaluation
renseignement charge d’identification réception des prélévements
9! CHB - G1-ENR026 - V/05)
clinique
Guide des analyses
Contrat clinico-biologique
Référents pré-analytiques
G Critéres d’acceptation des
Echantillon non Patient 3 A LgslmOQalltgf, de échantillons définis
conforme ou type de atient a reprefever realisation d-un Habilitation pré-analytique
Prélévements s Résultat erroné ou préléevementnesont | 4 | 3 | 2 | 24 . . 3 1 9
prélevement non S . (Plan de formation - Evaluation
) manque de sensibilité | pas formalisées et s s
recommandé diffusées réception des prélévements
CHB - G1-ENR026 - V05)
Prestation de conseil
(commentaire sur le résultat)

72




Centre Haspitalier #
Beauiais

CH@Z

LABM CH BEAUVAIS
Avenue Léon Blum

BP 40319
60021 BEAUVAIS
Cedex

Rapport de vérification analytique

en portée A d'une méthode de
biologie médicale

Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05

Applicable le : 01-02-2016

Version : 05

Les modalités
d’identification des
échantillons ne sont

Habilitation pré-analytique
Critéres d’acceptation des
échantillons définis

.. Err eur | Patient a reprélever pas fo'rmaI!sees et 313 27 Utilisation des étiquettes 12
d’identification diffusées . :
Identification (Pla}n de_formatlon,-\EvaIuatlon
manuelle des réception des prélévements
) . CHB - G1-ENRO026 - V05)
échantillons
Habilitation préleveur
(biologiste)
(Plan de formation -Evaluation
Les modalités de Préleveur
Non-respect des Patient a reprélever réalisation d’un CHB - G1-ENR024 - V03)
préconisations pré- Reésultats erronés prélevementnesont | 4 | 3 36 Habilitation secrétaire 18
analytiques Insatisfaction client pas formalisées et (Matrice des compétences - Plan
diffusées de formation - Evaluation Poste
Secrétariat
CHB - G1-ENR028 - V05)
Préconisations pour le patient
Explication de I’examen
Installation confortable
Incident en cours de . . Habilitgtion préleveur
1 Malaise, stress Patient dépendant 2 | 4 8 (biologiste) 6
prélévement : i
(Plan de formation -Evaluation
Préleveur

CHB - G1-ENR024 - V03)
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en portée A d'une méthode de
biologie médicale

Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05

Applicable le : 01-02-2016

Version : 05

Transport

Non conforme

Conditions pré-
analytiques non
respectées

Pas d’organisation
définie pour le

12

Plan de tournée défini
(Formation des agents assurant
la collecte et le transport des
échantillons en dehors du CHB
CHB - G1-ENRO040 - V02)
Mise a disposition de mallettes et
pochettes réfrigérées.
Conditions de transport validées
Formation sur la Norme ADR
pour les coursiers du CHB
Critéres d’acceptation des
échantillons définis
(Plan de formation - Evaluation
réception des prélévements
CHB - G1-ENRO026 - V05)

Enregistrement

Erreur de saisie

Examen inapproprié
Oubli d’un examen

transport des 3122
échantillons
Absence
d’habilitation 4 3 3

Absence de point
de contréle

36

Habilitation secrétariat/pré-
analytique
(Matrice des compétences - Plan
de formation - Evaluation Poste
Secrétariat
CHB - G1-ENR028 - V05)
(Plan de formation - Evaluation
réception des prélévements
CHB - G1-ENRO026 - V05)
Codes analyses sur feuille de
demande
Vérification de la demande au

moment du rendu des résultats
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Rapport de vérification analytique
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Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05
Version : 05
Applicable le : 01-02-2016

Conservation
des échantillons

Conservation dans de
mauvaises conditions
de température

Résultat erroné
Patient a reprélever

Les modalités de
traitement des

échantillons nesont | 3 2 2

pas formalisées et
diffusées

Guide des analyses
Procédure de conservation des
échantillons
(Conservation des échantillons

12 CHB - C3-INS001 - V02)
Suivi métrologique
(Récapitulatif métrologie des
enceintes thermostatées
CHB - J2-ENRO0O01 - V07)

Examen réalisé hors
délai

Résultat erroné
Patient a reprélever

Pas de personnel
présent habilité
pour réaliser la

série hebdomadaire
Prélevement stocké
au mauvais endroit

Etude de la stabilité des
échantillons lors de la
vérification de méthodes pour les
6 trois pathogenes (Voir annexe 3)
Planification d’une journée PCR
hebdomadaire
Liste des analyses attendues
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Applicable le : 01-02-2016

BP 40319 en portée A d'une méthode de
S o 60021 BEAUVAIS biologi ddical
B LBEA tologie médicale ATRRAF AR TR
MATTRISE DES RISQUES : phase analytique
Criticité initiale Criticité résiduelle
Activité Danger Effet Cause Point de maitrise

Vérification des
méthodes

Travailler avec une
méthode non valide

Méthode non

Pas de garantie de la verifiée
performance de la Modalité de
technique verification non
Résultats rendus définie 1131 3 9
erronés Pas de déclaration
Résultats discordants d’aptitude
en fonction de Automates en
I’automate utilisé miroir non
comparés

Rédaction de la procédure de
verification de méthodes +
formulaire de tracabilité +

conclusion sur aptitude
+ vérification continue

Réalisation des
examens

PSM
Pipettes

Extracteur
Thermocycleur

Erreur de résultat :

Maintenance annuelle
Suivi métrologique des pipettes
critiques et PSM
Pipettes dédiées a la PCR pour
chaque étape

contamination inter-

échantillons, erreur
de volume (prise

d’essai...), absence
d’amplification 2 | 3| 2 12

Matériels critiques
non maitrisés

Contrat de maintenance
Formation habilitation du
personnel
(Utilisation de I’extracteur
d’acides nucléiques
CHB - D3 - MO013)
(Utilisation de I’ABI 7500
CHB - D3 - M0023)

Identification des

Résultats mal Erreur d’inattention | 2 | 3 4 24

Formation habilitation du
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Version : 05

\)
CHB BP 40319
e il ( 60021 BEAUVAIS biologie médicale
RO
Cedex
puits attribués Plan de plague mal personnel
réalisé (Utilisation de I’ABI 7500
CHB - D3 - MO023)
Liste de travail
Lecteur code a barre
Suivi métrologique
Enceinte Passage de contr6les positifs
) négatifs et internes
Mauvaise Erreur de résultats, th:z;:;gﬁaaét:% T;n Formation et habilitation du
conservation des faux négatifs, faux métroloaie 2| 3 18 personnel
réactifs ou positifs, série non Trop de ¢ (?Ies de (Utilisation de I’ABI 7500
consommables valide cong%latior%/décong CHB - D3 - MO023)
— Aliquotage
élation Gestion des péremptions sur
Kalilab®
Mauvaise
manipulation des N S
embouts de pipettes Passage_de contro_lgs n_egatlfs
Pas de port de gants Formation et habl|||tatl0l’l du
Contamination des pour manipuler les . personm}e
réactifs ou Faux positifs réactifs 2 | 3|3 18 (Utélﬁgn_oggf Ilv'AO%ggoo
consommables Marche en avant o -
non respectée Locaux séparés en 3 pieces
e
locaux non )
protocolisé
Packaging non Formation et habilitation du
adapté personnel
Utilisation du . . Mauvaise (Utilisation de I’ABI 7500
mauvais kit Résultats erronés organisation du 213|318 CHB - D3 - M0O023)
rangement du Organisation des réfrigérateurs
réfrigérateur (signalétique)
S . Fort positif dans la Formation habilitation du
Contamination inter- Risque de faux -
échantillons positifs Serie S 133 & personnel
Mauvaise (Utilisation de I’ABI 7500
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Rapport de vérification analytique
en portée A d'une méthode de
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Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05

Applicable le : 01-02-2016

Version : 05

manipulation
Mix contaminés

CHB - D3 - MO023)
Locaux divisés en trois secteurs
distincts (préparation des mix,
extraction et amplification)
Principe de marche en avant
Systéme d’amplification fermé
Matériel dédié
Entretien des locaux et
équipement de protection
PSM
(Nettoyage et entretien
CHB - L3-MO001 - VO06)

Risque de faux

Inhibiteurs de la

Tag polymérase 21 3| 3

Passage d’un controle interne

Inhibiteurs de PCR e 18 pour chaque échantillon et pour
négatifs contenus dans les le contrble néoatif
échantillons g
Formation habilitation du
. s Risque de rendre des . s personnel
Sizl:hdrzs%%slglx;te faux positifs ou des S?:]ng dzsp)i?is(;::r\]/éte 2|1 3| 3| 18 (Utilisation de I’ABI 7500
faux négatifs P CHB - D3 - MO023)
Manuel d’utilisation
Résultats et Erreur d’inattention maniﬂg%ﬁgqedgsl Ea(lss::le en
conclusions Erreur de cochage deux étapes distinctes) avant
Venﬁ_catmn Erreur de saisie des mcompletg voire de la few_lle de validation biologique
technique et . erronés travail 4 | 3| 3| 36 e !
- résultats . Habilitation et formation du
analytique Prise en charge Absence de

inappropriée du
patient

vérification de la
saisie manuelle

personnel
Archivage et sauvegarde des
résultats bruts
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Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05
Version : 05
Applicable le : 01-02-2016

Evaluation
externe de la
qualité

EEQ non réalisé ou
effectué en retard

EEQ non exploitable

Pas de
programmation
pour la réalisation
de ’EEQ

12

Programmation des EEQ sur
Kalilab
Saisie sur Kalilab des EEQ a
posteriori pour exploitation
(Traitement des EEQ
CHB - D1-INS001 - V05)
(Paramétres concernés par les
EEQ
CHB - D1-ENRO002 - V06)
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Rapport de vérification analytique
en portée A d'une méthode de
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Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05
Version : 05
Applicable le : 01-02-2016

MATTRISE DES RISQUES : phase post-analytique

Criticité initiale

Criticité résiduelle

Activité Danger Effet Cause clb T Point de maitrise Fla D T
Formation habilitation du
o Rendu de résultats Personnel m(:adlical personne] médical _
Validation erronés c non ?abr:ll_te (Plan de fo;maltlon-Evaluatlon -
biologique, S . rreur technique iologiste
prestation de Validation inadéquate _Pr|se en c_h,arge non détectée 313]18 CHB - G1-ENRO031 - V02) 3 3 °
. inappropriée du . .
conseil patient . Erreur . Formatlo_n cor_mnue_
d’interprétation Documentation disponible
(REMIC)
Transmission, Absence de Retard prise en Problémes Serveur de résultats de back up
communication communication des charge du patient informatique 3 | 2 | 12 | Edition d’une liste de travail des 3 2 6
des résultats résultats Insatisfaction client Saisie incompléte examens en attente
Formation habilitation des
secrétaires
Traitement Absen_ce de _ [_)onne:zes (Matrice d_es compéten(_:es - Plan
administratif des facturation aux . - admlnl'f:trayves mal de formation - I,Eval_uatlon Poste
dossiers ) ext_ernes et Perte financiere renseignees, pas 2 | 2 16 Secrétariat 2 1 4
facturatién établissements d’extraction des CHB - G1-ENRO028 - V05)
externes données a facturer Programmation d’une tdche pour
I’extraction des données a
facturer
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Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05
Version : 05
Applicable le : 01-02-2016

EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

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

46 échantillons dont 6 prélevements vaginaux et 40 échantillons de 1% jet d’urine.

REPETABILITE: automate XXX
type et référence d'échantillon (échantillon contrdle, pool de sérum, ...)

Applicable ; non applicable (a justifier) X
Nombre . CV (%) retenu
Echantillons | de valeurs | Moyenne SEEE C(;V CV.(/O) par le Conclusion?
(N) type (%) fournisseur Iaborat0|ria (cf.
source’)
Type de
matrice
(plasma,
sérum, CIQ,
niveaux...)

Argumentaire de la conclusion : Non pertinent car il s’agit d’'une méthode qualitative.
Cependant le fournisseur a réalisé un test de répétabilité qui montre un coefficient de
variation de Ct inférieur & 5%.

FIDELITE INTERMEDIAIRE : automate XXX

type et référence d'échantillon (échantillon contréle, pool de sérum, n° lot ...)
Applicableld; non applicable (a justifier)

Echantillons Passages (date) Cial iy AL <L d_u el Résultat
gonorrhoeae courbe interne
1% passage le . Faiblement
06/07/17 36,67 Equivoque 23,82 positif / Douteux
H H nd
A(urlr}(;t[))remler 2 127836}%3 le Indéterminé fﬁj%srigggndci 27,81 Négatif
3°™ passage le o Absence de A
08/08/17 Indéterminé fluorescence 26,08 Négatif
1* passage le - Faiblement
08/08/17 35,89 Equivoque 22,26 positif / Douteux
B (urine premier 2" passage le ] - Absence de S
( jetF)) 1%/08/%7 Indéterminé fluorescence 26,95 Neégatif
3°™ passage le o Absence de A
24/08/17 Indéterminé fluorescence 31,47 Négatif

Argumentaire de la conclusion : Absence de reproductibilité des résultats douteux testés, ce
type de résultats doit faire I’objet d’une repasse.

Sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée.
2Conforme/non conforme
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en portée A d'une méthode de
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Ref : CHB - D1-ENROO1 - V05
Version : 05
Applicable le : 01-02-2016

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
; non applicable X

Applicable

Opérateur évalué 1

Opérateur évalué 2

Essai sur site — résultats de la variabilité

Argumentaire de la conclusion : Méthode automatisée. Pas d’appréciation subjective
technicien-dépendante pour le rendu de résultat.

JUSTESSE (a partir des CIQ externalisés) : automate XXX
type et référence d'échantillon (nom du CIQE et numéro de lot)

Applicable ; non applicable (& justifier) X
eI Cible | Biais(@%) | MOYeMMe | giaisoe) | L. .

- . de Valeurs générale Biais (%) . 4
Echantillons (groupe /groupe / moyenne . .."3" | Conclusion
valeurs Labo de pairs) | de pairs (toutes énérale Limite

(N) P P techniques) g
Echantillon
ClQ niveau 1
Echantillon
CIQ niveau 2

Argumentaire de la conclusion : Absence de CIQE

EXACTITUDE_(a partir des contr6les externes ponctuels : EEQ/CNQ)
Centre Toulousain pour le Controle de qualité en Biologie (CTCB) : Bactériologie moléculaire : Chlamydia trachomatis et
Neisseria gonorrhoeae
: Controles qualitatifs <]

Contrdles quantitatifs

Automate 1
Moyenne
Cible générale Biais o
Echantillons No(n'\wlg)re (groupe de (toutes (%) %I)ZI)S Biais (%)
pairs) techniques | limite | \/gleur Labo | /groupe | /moyenne | Conclusion®
) de générale
pairs
Positif pour
C. Positif pour C.
Echantillon A 1 trachomatis NA NA trachomatis NA NA Conforme
Positif pour Positif pour N.
N. gonorrhoeae
gonorrhoeae
Positif pour
C. Positif pour C.
Echantillon B 1 trachomatis NA NA trachomatis NA NA Conforme
Positif pour Positif pour N.
N. gonorrhoeae
gonorrhoeae

Argumentaire de la conclusion : Résultats conformes

3sociétés savantes, publications (SFBC, GEHT, RICOS, QUALAB, CLIA...). Préciser la référence utilisée
4Conforme/non conforme

5
Conforme/non conforme
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LABM CH BEAUVAIS Ref : CHB - D1-ENRO0O1 - V05
Version : 05

\) Avenue Léon Blum Rapport de vérification analytique )
CHB ( BP 40319 en portée A d'une méthode de Applicable le : 01-02-2016
Centre Haspitalier # . . J O T
RSN 002 BEAUVAIS Plologie médicale (T

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)

Applicable X ; non applicable (a justifier)

Vrais positifs

Faux positifs

Vrais négatifs

Faux négatifs

Argumentaire de la conclusion :

Les données du fournisseur affichent une spécificité de 100% et une sensibilité de 100% pour
une quantité de copies supérieure ou égale & 10%copies/ml. Dans une communication
affichée du CHRU de Tours pour la RICAI 2013 traitant des performances de la PCR
multiplexe Fast-Track Diagnostics Urethritis basic® : sensibilité de 86,7% et une spécificité
de 100% pour C. trachomatis par rapport a la technique RealTime CT/NG Abbott® prise
comme référence®.

INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [ ; calcul

Incertitudes calculées Exigence de performances

Mode de calcul (cf. SH GTA 14) :
Quantification de I'incertitude (niveau 1) :
Quantification de I'incertitude (niveau 2) :
Quantification de I'incertitude (niveau xxx) :

Argumentaire de la conclusion :

Méthode qualitative

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

Limite de détection : | 10 *copies/ml

Argumentaire de la conclusion :

Bibliographie fournisseur : le dossier de validation du fournisseur affiche une limite de
détection & 10°copie/ml.

ble Brun, C., Yzon, L., Mereghetti, L., Lanotte, P. Performances de la PCR multiplex Fast-Track Diagnostics Urethritis basic®
pour la détection simultanée de Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium et Neisseria gonorrhoeae
http://prodinra.inra.fr/record/356688
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COMPARAISON DE METHODES :
Applicable [X ; non applicable (a justifier)

Données bibliographiques (fournisseurs, Extracteur : Qiagen® EZ1 Advanced XL

publications,...) : Appareil de PCR en temps réel : Applied Biosystems®
7500 Real Time PCR System
Trousse PCR triplexe Urethritis basic®, FTD (FTC-33.1-
64)

Méthode précédente, autre méthode utilisée dans | Méthode précédente :

le laboratoire, appareil en miroir ou back-up, Extracteur : Qiagen® EZ1 Advanced XL

EBMD : Thermocycleur : Applied Biosystems® 2720 Thermal
cycler
Kit de révélation : GenoQuick®CT Hain Lifescience

Nombre de mesures : 46 (40 prélévements de 1% jet d’urine + 6 prélévements
vaginaux)

Intervalle de comparaison adaptée a I’étendue NA

des mesures du laboratoire :

Méthode d'exploitation des résultats : Comparaison des résultats positifs et negatifs entre les deux
méthodes et analyse des discordances. Voir annexe 1.

Equation de la droite de régression : NA

Diagramme des différences et/ou des rapports : NA

Argumentaire de la conclusion :

Sur les 46 échantillons analysés par les 2 méthodes, 4 résultats discordants, tous positifs avec
I’ancienne méthode et négatifs avec la nouvelle méthode. Parmi ces 4 échantillons, 2
échantillons ne sont plus exploitables. Les 2 autres ont été envoyés au laboratoire Cerba
(technique de PCR en temps réel Abbott®) les résultats sont négatifs. I semble donc s’agir de
contaminations de I’ancienne méthode (révélation en point final en systéme ouvert). Les deux
méthodes semblent avoir des sensibilités comparables et la nouvelle méthode parait moins
sujette aux contaminations. Résultats en Annexe 1.

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 :

Limite de quantification :

Limite supérieure de linéarité :

Argumentaire de la conclusion : Non pertinent car méthode 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 sinécessaire)
Applicable [ ; non applicable (a justifier)

Hémolyse

Turbidité

Bilirubine, ictére

Médicaments

Argumentaire de la conclusion : Absence d’interférence mentionnée par le fabricant.
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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-échantillons pour les parametres sensibles (par 4 échantillons négatifs et 4 échantillons positifs
exemple Ag HBS, BHCG, ...) : passes en alternant échantillons négatifs et positifs
dans une série.

Tous les échantillons attendus négatifs sont négatifs.
\oir annexe 2.

Inter réactif si nécessaire (par exemple : LDH et NA
ALAT, cholestérol et phosphate, lipase et triglycérides,
N

Argumentaire de la conclusion :

Il n’y a pas de contamination inter-echantillons sur les essais réalisés. Resultats en Annexe 2.

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les parameétres sensibles)
Applicable 4 ; non applicable (a justifier)

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position sur un NA

support, ...)

Stabilité des réactifs apres ouverture, embarqués, ... Bibliographie fournisseur (dossier de validation)
Analyse des risques

Argumentaire de la conclusion :

Les réactifs utilisés sont décongelés extemporanément puis conservés selon les
recommandations fournisseurs, au congélateur. Le mélange reconstitué est validé par le
passage des contrles positifs, négatifs et internes (QUAMIC 2017).

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données démographiques (étude
expérimentale indispensable en portée B)
Applicable [ ; non applicable [<]

Valeurs de référence | NA

Argumentaire de la conclusion :

Aucun des trois germes n’est présent dans la population saine.

DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion : méthode conforme utilisée a partir du 29/03/2017

Autorisée par : Claire PLASSART
Signature
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Annexe 1 : Comparaison de méthodes
Objectif : Montrer que la nouvelle méthode donne des résultats comparables a I'ancienne.

Méthode : Passage de 46 échantillons positifs et négatifs sur les deux méthodes et analyse des
résultats discordants (en gris).

Date ,N“méfo Nature du prélévement Anc_ienr_le mé_thode Nouvelle méthode
d’échantillon (Hain Lifescience) (FTD)
1 urine - -
2 endocol + -
3 urine - -
4 urine + +
5 urine - -
6 urine + -
7 urine + -
8 urine + -
9 endocol + +
10 urine + +
11 urine - -
16/03/2017 12 urine + +
13 urine - -
14 urine - -
15 urine - -
16 urine + +
17 urine - -
18 urine + +
19 urine - -
20 urine + +
21 urine - -
22 urine + +
23 urine - -
24 endocol - -
25 urine - -
26 urine + +
27 urine - -
28 urine - -
29 urine - -
30 urine - -
31 urine - -
32 urine - -
33 urine - -
34 endocol - _
22/03/2017 35 endocol + +
36 urine - -
37 urine - -
38 urine + +
39 urine + +
40 urine - -
41 urine - -
42 urine - -
43 urine - -
44 urine - -
45 endocol - -
46 urine + +
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Sur les 46 échantillons analysés sur les 2 méthodes, 4 résultats discordants :
N°2 : résultat Hain Lifescience : positif - résultat FTD : négatif
N°6 : résultat Hain Lifescience : positif - résultat FTD : négatif
N°7 : résultat Hain Lifescience : positif - résultat FTD : négatif
N°8 : résultat Hain Lifescience : positif - résultat FTD : négatif
Parmi ces 4 échantillons, 2 échantillons ne sont plus exploitables : n°2 et n°7

Les 2 autres, n°6 et n°8, ont été envoyés a Cerba qui nous retourne des résultats négatifs en accord
avec notre nouvelle méthode.
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Annexe 2 : Test de contamination inter-échantillons

Objectif : Démontrer que la présence d’'un échantillon positif dans une série n’entraine pas de
contamination des échantillons négatifs autour ni lors de I'extraction, ni lors de I'amplification.

Méthode : Passage de 3 échantillons connus comme positifs en alternance avec 3 échantillons
négatifs (eau distillée).

Plan de plaque :

------------------

D3:
D4 :
D5:
D6 :
D7 :

D8

échantillon connu positif
échantillon connu négatif (eau distillée)
échantillon connu positif
échantillon connu négatif (eau distillée)
échantillon connu positif

: échantillon connu négatif (eau distillée)

Tous les échantillons attendus négatifs sont bien rendus négatifs par notre méthode. Il ne semble
donc pas y avoir de contamination inter-échantillons.
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Annexe 3 : Test de conservation des échantillons avant réalisation de I'analyse

Obijectif : Montrer que les conditions de conservation des échantillons en pré-analytique n’entrainent
pas de résultats faux négatifs par dégradation de I’ADN bactérien.

Méthode : Passage de 4 échantillons positifs une semaine apres leur premier passage. Entre les deux
analyses, les échantillons sont conservés au réfrigérateur a +4°C.

Pour C. trachomatis :

Date de prélevement

Numéro d’échantillon

Résultat lors du 1%
passage le 22/03/2017

Résultat lors du 2™
passage le 29/03/2017

15/03/2017 CTposl + +
18/03/2017 CTpos2 + +
20/03/2017 CTpos3 + +
20/03/2017 CTpos4 + +

Tous les échantillons sont encore positifs lors du 2™ passage, il semble que les conditions de
conservation pendant au moins une semaine n’entrainent pas de résultats faux négatifs.

Pour N. gonorrhoeae :

Date de prélevement

Numéro d’échantillon

Résultat lors du 1%
passage le 16/11/2017

Résultat lors du 2™
passage le 21/11/2017

14/11/2017

NGposl1

+

+

Pour M. genitalium :

Date de prélevement

Numéro d’échantillon

Résultat lors du 1%
passage le 31/10/2017

Résultat lors du 2™
passage le 07/11/2017

30/10/2017

MGposl

+

+
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Titre du mémoire : Vérification en portée A d’une méthode de PCR en temps réel multiplexe :
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae et Mycoplasma genitalium

Mots clés : vérification de méthode, norme 1SO 15189, PCR temps réel, vérification continue

Résumé : En mars 2017, au laboratoire du centre hospitalier de Beauvais, un appareil de PCR en
temps réel est installé. Ce travail décrit la vérification de méthode, en portée A de la trousse de PCR
triplexe en temps réel, Urethritis basic®, FTD, pour la détection qualitative de Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae et Mycoplasma genitalium. Pour répondre a la norme NF 15189, une analyse
des risques ainsi que la vérification de certains criteres de performance ont été réalisées sur site. La
fidélité intermédiaire pour N. gonorrhoeae a été évaluée sur 2 échantillons donnant des résultats
douteux au premier passage. Lors des passages suivants les résultats sont négatifs. La comparaison
avec I’ancienne méthode en point final (GenoQuick®CT, Hain Lifescience) pour la recherche de C.
trachomatis a été réalisée sur 46 échantillons. Quatre résultats sont discordants (tous positifs avec
I’ancienne méthode et négatifs avec la nouvelle). L’exactitude est vérifiée grace a deux EEQ pour C.
trachomatis et N. gonorrhoeae : les résultats sont conformes. Nos essais de contamination inter-
échantillons en alternant échantillons positifs et négatifs ont permis de montrer ’absence de
contamination. Enfin, nous avons mis en place une vérification continue a 1’aide de représentations de
Levey-Jennings construites a partir des « Cycles threshold » des contrdles. Ce travail nous a permis de
conclure a I’aptitude de la méthode tout en confirmant 1’intérét de contréler les échantillons trouvés
douteux pour le gonocoque. Il propose également un outil de surveillance continue des performances.
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