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INTRODUCTION :

L’organisation mondiale de la santé (OMS) définit I'infertilité par I'absence de grossesse apres
plus de 12 mois de rapports sexuels réguliers sans contraception (1). La prévalence de l'infertilité a
considérablement augmenté au cours des dernieres décennies. Elle touche entre 8 et 12 % des
couples en age de procréer dans le monde. Dans 20 a 30 % des cas, il s’'agit d’'une cause
exclusivement masculine (2,3). On sait que la qualité du sperme est en relation directe avec la
fertilité d’un homme. Or une baisse de la qualité du sperme a été observée au cours des 50 derniéres
années avec une diminution de la concentration de spermatozoides et du volume éjaculé (4) ainsi
qu’une altération de la mobilité et du pourcentage de spermatozoides ayant une morphologie

normale chez les hommes fertiles quel que soit leur age (5,6).

Pour explorer l'infertilité masculine, I'examen de premiére intention est un spermogramme-
spermocytogramme. |l permet d’établir des valeurs pour les paramétres spermatiques
conventionnels dont les plus importants sont la concentration, la mobilité, la vitalité et Ila
morphologie des spermatozoides dans I'éjaculat (7). Les normes de cet examen sont définies par le
manuel de I'OMS (1). En plus d’étre un examen rapide et non invasif, il permet d’orienter
rapidement le médecin sur une potentielle cause masculine de I'infertilité du couple et aussi vers
une technique d’assistance médicale a la procréation (AMP) (8). Cependant, cette prise en charge
semble insuffisante pour qualifier et expliquer une infertilité masculine (9). En effet, certains patients
ayant une concentration de spermatozoides inférieure aux valeurs normales arrivent a concevoir
(10). A I'inverse, un grand nombre de patients présentant un examen spermiologique standard sans
anomalie n’arrive pas a procréer (11). Cette discordance repose en partie sur la méthode de
réalisation du spermogramme-spermocytogramme qui est liée a une variabilité intra et inter-

laboratoires (12,13).
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La méthode de référence pour réaliser I'examen de sperme est la méthode manuelle. L’étude
de Keel et al. en 2000 qui a recensé plus d’'une centaine de laboratoires des Etats-Unis, a montré que
79 % des laboratoires utilisaient cette méthode (12). Pour limiter la variabilité dans le rendu de
résultats du spermogramme — spermocytogramme, les dernieres recommandations de 'OMS de
2010 ont mis l'accent sur la standardisation de cet examen. En effet, en plus de détailler avec
précision les procédures techniques, le référentiel de 'OMS a développé des procédures « qualité »
avec la mise en place de contrdles internes et externes (12,14,15). Par ailleurs dans ce contexte de
standardisation et d’objectivité de I'analyse du sperme, I'introduction de I'automatisation était une

voie d’amélioration a développer.

Le premier systeme d’automatisation pour l'analyse du spermogramme, le systeme
Computer-Assisted Sperm Analysis (CASA), est apparu dans les années 80 grace au développement
de I'informatique et des techniques d’imagerie (16). Ce systeme consiste en I'acquisition d’images
successives d’'un échantillon de sperme a I'aide d’'un microscope équipé d’'une caméra reliée a un
ordinateur. Le logiciel permet ensuite de calculer la concentration de spermatozoides en les
identifiant par leur taille et leur luminosité. Il permet également d’évaluer la mobilité des
spermatozoides en suivant leur déplacement ainsi que la vitalité et la morphologie a I'aide d’une
coloration adaptée. A ses débuts, méme si le CASA promettait une mesure rapide et objective des
différents parameétres spermatiques conventionnels (17), il n’a pas su répondre aux attentes des
laboratoires. En effet, plusieurs travaux ont montré les biais et les limites de ce systeme. Le guide de
bonnes pratiques définit par I'ESHRE en 1998 sur [l'application du CASA pour le
spermogramme considere son utilisation limitée (18). Johnson et al. ont mis en évidence que le
systéme CASA n’était précis et comparable avec la méthode manuelle que pour des concentrations
en spermatozoides comprises entre 20 et 150 millions par millilitre (M/mL) (19) et que des variations

de mesure existaient au sein d’'une méme chambre de comptage (20). Davis et al. n’obtenaient pas
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de résultats comparables entre la mobilité mesurée manuellement et la mobilité mesurée par le
CASA, lié en partie a la densité de spermatozoides présents dans la chambre de lecture du CASA qui
influence la mesure (21). De plus, I'analyse n’est pas entierement automatisée, car un opérateur est
nécessaire pour adapter les conditions de réglage et d'acquisition des images, ce qui entraine donc
des variabilités inter-opérateurs et une subjectivité dans les résultats (22). Enfin, une autre limite de
ce systéme est liée au fait que sa détection est basée sur la taille et la luminosité des tétes des
spermatozoides. Le sperme contenant généralement des cellules rondes et des débris cellulaires, ces
derniers peuvent étre confondus avec des tétes spermatiques et engendrer des erreurs de mesure,
notamment une surestimation du nombre de spermatozoides et une sous-estimation de la mobilité
(23). Depuis, le systeme CASA a évolué, mais l'introduction de cet automate dans les laboratoires
reste faible et lente (24). De plus, une étude récente (25) qui a comparé le systeme CASA a la
technique manuelle a mis en évidence des différences significatives de mesures pour la
concentration, la mobilité progressive et la morphologie des spermatozoides, concluant que le CASA
ne pourrait étre utilisé que comme un outil de dépistage pour des laboratoires non spécialisés en
spermiologie. Son co(t important a aussi été un frein pour sa mise en place dans la plupart des
laboratoires (26). Au final, malgré le fait que son utilisation soit encadrée par les recommandations

de 'OMS 2010, son développement reste limité.

Plus récemment, un deuxiéme systeme s’est développé, le systéme Sperm Quality Analyser
(SQA). 1l repose sur l'analyse spectrophotométrique d’un signal lumineux transmis a travers un
capillaire contenant I’échantillon de sperme a étudier. La mesure des parametres spermatiques est
rapide, moins de 2 minutes, et I'analyse d’un plus grand nombre de cellules par rapport a la méthode
manuelle, permet de gagner en précision et de limiter la variabilité liége a la subjectivité de
I'opérateur. Dans un premier temps, ce systeme a été développé pour la médecine vétérinaire. En

effet, 'augmentation des inséminations artificielles chez les bovins a nécessité le besoin d’un outil
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rapide et objectif pour mesurer la concentration et la mobilité des spermatozoides (27-29). Une
amélioration continue de ce systeme a permis des évolutions de versions pour la médecine,
permettant de mesurer la concentration, la mobilité totale et la morphologie des spermatozoides
humains (30-36). Les deux derniéres versions de I'automate, le SQA-V Gold® puis le SQA-Vision®,
distinguent la mobilité totale et progressive des spermatozoides et sont discriminantes quant a la
présence de débris et de cellules rondes. Toutefois des questions persistent quant a I'utilisation de
ce systeme en spermiologie diagnostique humaine. L'équipe de Lammers et al. (2014) qui a étudié le
SQA-V Gold®, a conclu que celui-ci pouvait étre utilisé comme un outil a part entiere dans un
laboratoire mais sans statuer sur son utilisation pratique. Engel et al. (2019) ont montré des résultats
peu satisfaisants de la derniére version de I'automate, le SQA-Vision® en le comparant avec la
technique manuelle, les conduisant a ne pas indiquer son utilisation au laboratoire. Ainsi d’autres
études sont nécessaires pour évaluer la mise en place d’un tel systtme dans un laboratoire

diagnostique, tout en respectant les exigences requises par les normes en vue de 'accréditation.

Ainsi, I'objectif de cette étude était de caractériser les performances de I'automate SQA-
Vision® en comparaison a la méthode manuelle de référence. Pour cela, nous avons réalisé une
vérification de méthode selon les recommandations élaborées par le Comité Francais d’accréditation
(COFRAC). Enfin, la mise en place d’'un arbre décisionnel et le bilan des avantages et des
inconvénients de l'automate nous ont permis de définir sa place au sein du laboratoire de

spermiologie diagnostique humaine.
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MATERIEL ET METHODES :

1. Population et plan expérimental :

Cette étude s’est déroulée au laboratoire de spermiologie diagnostique, dans le service de
Biologie de la Reproduction, Assistance Médicale a la procréation (AMP) — CECOS (Centre d’Etude et
de Conservation des (Eufs et du Sperme) de I’"Hopital Estaing du Centre Hospitalo-Universitaire (CHU)
de Clermont-Ferrand, entre juin et septembre 2019. Tous les patients se présentant au laboratoire
pour réaliser un spermogramme-spermocytogramme a visée diagnostique étaient inclus dans I'étude
(Figure 1). Les échantillons issus du recrutement des patients ont été anonymisés a posteriori. Les
patients ont été informés et ont exprimé leur consentement oral pour justifier leur non opposition
(Article L 1211-2 du Code la Santé Publique). Cette étude a été approuvée par le comité scientifique

« Germetheque »(CPP Sud-Est 6, DC2008-DC58).

Les prélevements s’effectuaient directement au laboratoire pour la réalisation d’un
spermogramme-spermocytogramme dans I’heure suivant le préléevement, selon les normes de I'OMS
2010. La méthode de référence était I'analyse manuelle des parameétres spermatiques. Les
parametres évalués dans |'étude étaient: la concentration de spermatozoides, la mobilité
progressive et totale (le pourcentage de spermatozoides progressifs et le pourcentage total de
spermatozoides mobiles), la morphologie des spermatozoides (le pourcentage de spermatozoides de
forme typique), ainsi que la concentration de polynucléaires neutrophiles (PNN). Les critéres
d’exclusion étaient : les échantillons avec un volume inférieur a 1 millilitre (mL), les patients qui

présentaient une azoospermie et les recueils incomplets.
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réalisation d’un spermogramme - spermocytogramme
A2

Recueil au laboratoire

Critéres d’exclusion :
- Volume<1mL
- Azoospermie
- Recueil incomplet

v /

Méthode a valider Méthode de référence
[ [
\7 \ \ Vi
H TM — -
SQA-Vision® mekchef:k Test Spermogramme Spermogramme
strip spermocytogramme spermocytogramme
) Conc‘e-nt:ratlon en-spz Concentration en PNN - Concentration en spz Concentration en PNN
- Mobilité progressive e .
- Mobilité totale - Mohilité progressive
- Morphologie n=59 - Mobilité totale n=>59
P g - Morphologie
n=37 n=37

!

Analyse statistique

I
V v

Comparaison inter-méthode
- Comparaison de moyenne
- Corrélation Spearman
- Concordance de Lin
- Concordance Kappa
- Sensibilité/spécificité

Performance analytique de la
méthode a valider
- Répétabilité
- Fidélité intermédiaire
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Figure 1 : Plan expérimental de I'étude

Les sujets inclus dans I'étude sont des patients se présentant dans le service de Biologie de la Reproduction pour réaliser
un spermogramme — spermocytogramme par méthode manuelle (référence). Les reliquats d’éjaculats non exclus étaient
analysés par le SQA-Vision® pour la mesure de la concentration, de la mobilité progressive et totale et de la morphologie
des spermatozoides et par les bandelettes Qwickcheck™ pour la concentration de PNN. La performance intrinséque de
I'automate et la comparaison inter- méthodes ont été analysées statistiquement afin de définir un arbre décisionnel. n :
nombre ; PNN : polynucléaires neutrophiles ; spz : spermatozoides.

20



Dans I'heure suivant le prélevement, un opérateur indépendant a réalisé les analyses a valider
sur les reliquats d’éjaculat. Trente-sept patients ont été inclus pour comparer la concentration de
spermatozoides, la mobilité progressive et totale, et la morphologie spermatique par la méthode de
référence versus (vs.) par I'automate SQA-Vision®. Cinquante-neuf patients ont été inclus pour
comparer la concentration de PNN obtenue par la méthode de référence vs. les bandelettes
QwickCheck™ Test strips (réf. 0700, Medical Electronic Systems, Los Angeles, Californie). Les
reliquats d’échantillons ont été aussi utilisés pour I'évaluation des performances de I'automate SQA-

Vision®.

Les données obtenues ont été analysées statistiguement pour évaluer les performances
intrinseques de l'automate par la mesure de la répétabilité et la fidélité intermédiaire et pour
comparer les deux méthodes entre elles. Les résultats obtenus a partir de ces analyses nous ont
permis de déterminer les limites analytiques de I'automate par rapport a notre méthode de
référence. Un arbre décisionnel a pu étre défini quant a l'utilisation de cet automate au sein du

laboratoire.

2. Traitement des échantillons :

Les échantillons ont été obtenus par masturbation, apres un délai d’abstinence de 2 a 7 jours. Le
recueil s’effectuait dans un pot de prélevement stérile, et un membre du laboratoire s’assurait du
recueil complet ou non de I'éjaculat. lls étaient ensuite placés dans une étude seche a 37°C au moins

20 minutes (min) jusqu’a maximum 1 heure (h) pour atteindre la liquéfaction.

2.1 Méthode de référence :

Un spermogramme-spermocytogramme a été réalisé manuellement par les techniciens habilités

selon les normes du guide de I'OMS 2010 (1) et la classification morphologique internationale de
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Kruger (39). Cette analyse comprenait une mesure du volume, du pH et de la viscosité de I'éjaculat ;
une estimation de la présence d’agglutinats et d’agglomérats ; une mesure de la concentration en
spermatozoides, en cellules rondes et en PNN ; la mobilité a 1h et 3h; la vitalité ; et la morphologie
des spermatozoides. Les valeurs normales avec la définition des anomalies décrites par le guide de
I’OMS sont présentées en annexe . Toutes les analyses du spermogramme-spermocytogramme sont
accréditées depuis 2015. Le maintien des compétences des techniciens est soumis a I'évaluation de

leurs performances a |'aide des controles de qualité externes (EEQ) et internes (ClQ).

2.2 Méthode a valider :

Le SQA-Vision® combine des analyses spectrophotométriques, une observation microscopique et
des algorithmes (Figure 2). La gamme de mesures de I'automate déclarée par le fournisseur était
pour la concentration de spermatozoides de 2 a 400 M/mL, pour la mobilité spermatique de 0 a 100

% et pour la morphologie spermatique de 2 a 30 % selon la classification de Kruger.

Figure 2 : Automate SQA-Vision® (Medical Electronic Systems, Los Angeles, Californie)

Photographie issue du guide d’utilisation SQA-Vision ® version 105.13.6.

1 : Ecran d’affichage; 2 : Port I-Button ; 3 : Compartiment de visualisation pour lames avec un grossissement x400 ;
4 : Mollette pour réglage du champ de visualisation ; 5 : Molette pour réglage de la netteté ; 6 : Compartiment de mesure
du capillaire ; 7 : Zoom grossissement x1118-x1725.
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Apres avoir renseigné dans le logiciel les informations du patient et de I"échantillon (identité,
délai d’abstinence, heure du recueil), il était nécessaire d’indiquer les parametres spermatiques non
mesurés par 'automate, a savoir le volume, le pH et la présence ou non d’une leucospermie, c’est-a-
dire une concentration de PNN dans le sperme supérieure a 1 M/mL. Pour cette derniére, le

k™ Test strips (réf. 0700, Medical Electronic

fournisseur proposait les bandelettes QwickChec
Systems, Los Angeles, Californie). Si la concentration de PNN était supérieure a 1 M/ml, le liquide

séminal absorbait différemment la lumiére ce qui pouvait entrainer une analyse erronée.

De plus, I'automate posséde un scan des débris cellulaires qui se déclenche pendant I'analyse
selon des paramétres définis, pour estimer la proportion de cellules rondes et de débris par rapport
au nombre de spermatozoides. Cette estimation qualitative se faisait en déposant 20 microlitres (ul)
d’échantillon entre lame et lamelle, suivi d’'une observation sur I'automate. Celui-ci permet cette
analyse grace a un compartiment de visualisation avec un grossissement x400. Cette estimation et la
détermination de la présence ou non d’une leucospermie étaient indispensables pour adapter le

programme d’analyse.

L'analyse s’effectuait avec un volume total de 500 uL d’éjaculat, aprés homogénéisation

rigoureuse, a 'aide d’un capillaire composé de 2 chambres : la premiére correspondait a une cuvette

de 450 pl et la seconde a une partie plus fine acceptant un volume de 20 L (Figure 3).
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Figure 3 : Capillaire de mesure (Medical Electronic Systems, Los Angeles, Californie)
1 : Canal de mobilité pour mesurer la mobilité (20 pl d’échantillon) ; 2 : Cuvette pour mesurer la concentration (450 pl
d’échantillon) ; 3 : Valve bleue de séparation ; 4 : Seringue ; 5 : Glissiere ; 6 : Adaptateur.

L'absence de bulles d’air était primordiale lors du remplissage du capillaire. Les résultats
étaient obtenus apres 72 secondes. Des contrbles qualité internes utilisant des solutions contenant
des billes de latex Qwick Check™ Beads (réf. 0200, Medical Electronic Systems, Los Angeles,
Californie) étaient passés de maniere hebdomadaire selon les recommandations du fournisseur. Le
coffret comprenait deux flacons de suspensions aqueuses de billes de latex de concentrations

connues, 25 et 50 M/mL et un flacon de diluant sans billes pour servir de contréle négatif.

3. Evaluation des performances de I'automate :

Etant donné la nature de I'échantillon et I'altération rapide des parametres spermatiques avec le
temps, le nombre de mesures était limité tant pour la répétabilité que pour la fidélité intermédiaire

et notamment pour les mesures de mobilité spermatique.

3.1 Mesure de la répétabilité :

La répétabilité correspond a I'analyse d’'un « méme échantillon dans les conditions suivantes :
méme opérateur, méme lot de réactifs, méme instrument, méme étalonnage dans un délai le plus

court possible. L’objectif est de caractériser la meilleure performance possible, dans des conditions
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optimales et de vérifier le bon fonctionnement du systeme (instrument/réactif) pour I'analyte
concerné. » (40).

La répétabilité a été analysée sur 10 mesures pour la concentration et 4 pour la mobilité et la
morphologie des spermatozoides. Les mesures ont été réalisées, pour un méme échantillon, avec le
méme capillaire pour la concentration, la mobilité progressive et totale, et la morphologie
spermatique. Des niveaux «bas», «moyen» et «haut» pour chaque parametre ont été sélectionnés
selon les valeurs définies dans le guide de 'OMS 2010 (1). Le référentiel retenu pour les critéres

d’acceptabilité était la table de Ricos et al. (41) présentée en annexe Il.

3.2 Mesure de la fidélité intermédiaire :

La fidélité intermédiaire, correspondant a la reproductibilité intra-laboratoire, correspond a
I'analyse d’un « méme échantillon dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des
facteurs : 'opérateur, le temps, le lot de réactifs, les étalonnages... » (40)

Pour notre validation de méthode, nous avons effectué 3 mesures sur un méme échantillon, avec
un capillaire différent et un membre du laboratoire différent. Des échantillons avec des niveaux
«moyen» et «haut» ont été analysés pour couvrir différents niveaux de mesure pour chaque
parameétre.

Les fidélités intermédiaires mesurées ont permis le calcul de l'incertitude de mesure (pour

plus de détails voir paragraphe 5 Analyses statistiques).

4. Evaluation inter-méthodes :

Dans le cadre de la validation de la méthode, nous avons comparé les méthodes manuelles de
dosage utilisées par les membres du laboratoire a celles de I'automate pour 37 prélevements de
gualité aléatoire. La mesure semi-quantitative de la leucospermie des bandelettes du fournisseur a

été comparée a la mesure en méthode manuelle pour 59 prélevements aléatoires.
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4.1 Concentration en spermatozoides :

4.1.1 Méthode de référence :

La concentration des spermatozoides a été mesurée a I'aide d’une cellule de Thoma. Une dilution
de I’échantillon était effectuée par une solution de fixation avant dénombrement sous microscope
au grossissement x400. Pour chaque mesure, 2 comptages ont été réalisés et la différence entre les 2
mesures était calculée pour déterminer si elle était acceptable, tel que préconisé par 'OMS 2010.
eme

Dans le cas contraire, un 3 compte par un second membre du laboratoire était réalisé. En

paralléle, les cellules rondes étaient comptées selon les mémes modalités.

4.1.2 Méthode a valider :

La concentration spermatique était mesurée dans la cuvette de 450 pl qui était traversée par un
faisceau émis par une diode électroluminescente (LED) a une longueur d’onde spécifiquement
absorbée par les spermatozoides. Un détecteur optique mesurait la quantité de lumiére absorbée et
la convertissait en densité optique (DO) qui était ensuite transformée en concentration de

spermatozoides a 'aide d’un algorithme (Figure 4, représenté en bleu sur la figure).
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Figure 4: Mesure optoélectronique du SQA-Vision® (Medical Electronic Systems, Los Angeles,
Californie)

Image issue du guide d’utilisation SQA-Vision ® version 105.13.6.

DO : densité optique ; LED : light-emitting diode.
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4.2 Mobilité des spermatozoides :

4.2.1 Meéthode de référence :

La mobilité des spermatozoides a été appréciée entre lame et lamelle en déposant 20 ul
d’échantillon. L’évaluation était réalisée avec un microscope au grossissement x400, sur platine
chauffante. La mobilité était effectuée en 2 fois sur au moins 100 spermatozoides, et chaque
spermatozoide était classé dans la catégorie a, b, c ou d selon la mobilité observée (Figure 5). La
catégorie « a » regroupait les spermatozoides avec une trajectoire rectiligne et un mouvement dit
fléchant (rapide et progressif). Les spermatozoides lents ou faiblement progressifs étaient classés
dans la catégorie « b ». Les spermatozoides mobiles mais non progressifs, c’est-a-dire oscillant sur
place, étaient comptés dans la catégorie « ¢ ». Enfin les spermatozoides immobiles étaient classés
dans la catégorie « d ». La mobilité progressive regroupe les catégories a et b, tandis que la mobilité
totale regroupe les catégories a, b et c. Si la différence entre 2 comptes n’était pas acceptable selon

eme

les normes de I’'OMS, un 3" compte en aveugle par un 2" membre du laboratoire était effectué.

od

}.‘\l o} .d .d .d - "’,,
i o od .4 b

Figure 5 : Mobilité des spermatozoides

Trajectoires/traces de spermatozoides dans un champ microscopique aprés un intervalle de temps At. Trajectoires de
spermatozoides a progression rapide et linéaire (a); a progression lente ou peu linéaire (b); non progressifs (c);
spermatozoides immobiles (d). Image issue du Cahier Bioforma n°42 (42).
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4.2.2 Meéthode a valider :

La mobilité spermatique était mesurée grace a un deuxieme canal LED qui envoyait un faisceau
lumineux traversant la partie fine du capillaire. Le déplacement des spermatozoides créait des
perturbations lumineuses qui étaient transformées en signaux électriques, ensuite analysés par un
logiciel pour les convertir en pourcentage de mobilité spermatique progressive et totale (Figure 4,

représenté en jaune sur la figure).

4.3 Forme typigue des spermatozoides :

4.3.1 Meéthode de référence :

Le spermocytogramme a été réalisé sur des cellules fixées sur une lame, aprés coloration selon la
méthode modifiée de Harris-Shorr (Figure 6). La lecture des lames a été faite au microscope au
grossissement x1000 sous huile a immersion et la morphologie des spermatozoides a été étudiée
selon la classification de Kruger (39). Elle était répartie en 4 classes d’anomalies de la morphologie
des spermatozoides : les formes atypiques A regroupaient les anomalies de la téte, les formes
atypiques B regroupaient les anomalies de la piece intermédiaire, les formes atypique C
regroupaient les anomalies du flagelle et les formes atypique D regroupaient les spermatozoides
avec présence de résidus cytoplasmiques. Cela a permis d’obtenir I'index de tératozoospermie (TZI)
(correspondant a la somme des anomalies constatées sur chaque spermatozoide par le nombre de
spermatozoides observés). Les spermatozoides qui présentaient une morphologie normale étaient
classés en forme typigque. Deux comptages sur 100 spermatozoides ont été effectués et si la

eme

différence n’était pas acceptable selon les normes de 'OMS, un 3 comptage en aveugle par un

2" membre du laboratoire était réalisé.
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Figure 6 : Morphologie des spermatozoides
Coloration de spermatozoides selon Harris-Shorr modifiée pour analyse de la morphologie des spermatozoides,
grossissement x1000.

4.3.2 Méthode a valider :

L'automate permettait de rendre le pourcentage de forme typique du sperme selon la
classification de Kruger, mais il ne s’agissait pas d’'une mesure directe. Le pourcentage était obtenu a
I'issu d’'une corrélation entre la morphologie et la mobilité progressive. Le SQA-Vision® ne fournissait

donc pas de TZI.

4.4 Concentration de PNN :

4.4.1 Méthode de référence :

Le pourcentage de PNN a été apprécié aprés une coloration a la benzidine-cyanosine (Kit
Leucoscreen, Fertipro, N.V. Belgique) a partir de la numération des cellules rondes réalisée en cellule
de Thoma sous les mémes modalités et méme temps que la numération des spermatozoides. |l
s’agissait d’'une mesure histochimique semi-quantitative pour déterminer les leucocytes positifs a la
peroxydase dans le sperme : les granules des PNN contiennent de la peroxydase. Celle-ci catalyse le
peroxyde d’hydrogéne dans I'eau et des ions d’oxygenes libres vont a leurs tours oxyder la benzidine,
qui prend une couleur marron. Les cellules rondes positives a la peroxydase qui prennent donc une

couleur marron sont des PNN (Figure 7). Un comptage a été réalisé sur 100 cellules en différenciant
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les cellules positives a la peroxydase des autres cellules rondes. Le pourcentage de cellules rondes
positives a la peroxydase a été déterminé puis la concentration en PNN calculée a partir de la

numération en cellules rondes.

Figure 7 : Cellules rondes positives a la peroxydase
Deux cellules rondes positives a la peroxydase (Kit Leucoscreen, Fertipro, N.V. Belgique)

4.4.2 Meéthode a valider :

Les bandelettes QwickCheck™ Test strips (Ref 0700, Medical Electronic Systems, Los Angeles,
Californie) détectaient la présence ou non d’une leucospermie (Figure 8). Lorsqu’il y avait des PNN a
plus de 1 million/mL dans le sperme, la bandelette, incolore au départ, se colorait en violet. Ce
changement de couleur était di a une réaction chimique/enzymatique provoquée par la présence de
I’estérase dans les granulocytes. L'estérase hydrolyse |'acide ester indoxylcarbonique pour produire
I'indoxyl, qui va réagir avec le sel de diasonium pour produire une coloration violette. Si la
concentration était inférieure a 1 M/mL, la bandelette ne changeait pas de couleur. Aprés
homogénéisation du prélevement, une goutte était déposée a I'aide d’une pipette sur la zone de la

bandelette. La lecture avait lieu une minute aprés avoir déposé la goutte. La couleur obtenue était

comparée au nuancier présent sur I'étiquette du flacon (Figure 8).
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Zone PNN

Zone pH

Figure 8 : Bandelette QwickCheck™ Test strips et photographie du nuancier.
PNN = Polynucléaires neutrophiles

5. Analyses statistiques :

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel Stata (version 13, StataCorp, College
Station, USA). Tous les tests statistiques ont été considérés pour un risque d’erreur de 1% espéce
bilatéral de 5 %. Les données catégorielles étaient exprimées en effectifs et fréquences tandis que
les données quantitatives étaient présentées par la moyenne * |'écart-type a la moyenne (SEM), au
regard de la distribution statistique. La normalité a été étudiée par le test de Shapiro-Wilkes.

La performance de l'automate, en termes de répétabilité et de fidélité intermédiaire, a été
mesurée par le coefficient de variation (CV) et comparée a la table de Ricos. Quand les effectifs
n’étaient pas adaptés pour calculer le CV, le coefficient de corrélation intra-classe (ICC) était estimé
par le modele mixte, prenant en compte I’effet échantillon comme aléatoire.

La comparaison inter-méthodes (automate et technique manuelle) a été analysée par estimation
du coefficient de corrélation (Spearman, au regard de la distribution statistique) et coefficient de
concordance de Lin pour les variables de nature quantitative, et par calcul du coefficient de
concordance Kappa, en complément du taux de concordances, lorsque les parametres ont été

considérés comme catégoriels a partir des seuils définis par les normes de I'OMS 2010.

L'interprétation de ces résultats a été réalisée au regard des recommandations rapportées
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habituellement dans la littérature a savoir : <0,2 (concordance négligeable), 0,2-0,4 (concordance
faible), de 0,4 a 0,6 (concordance modérée), 0,6-0,8 (concordance bonne) et > 0,8 (concordance
excellente) (43,44). Par ailleurs, pour les variables quantitatives, des tests appariés (Student ou le cas
échéant Wilcoxon) ont été considérés afin de comparer les valeurs moyennes obtenues par les deux
méthodes. Les résultats ont été représentés par méthode de Bland et Altman, avec présentation du
biais moyen (différence entre méthodes) et de I'intervalle de confiance a 95% associé sous la forme
d’un diagramme des différences. La différence a été comparée entre groupes indépendants par le t-
test de Student ou le test de Mann-Whitney si les conditions du t-test n’étaient pas respectées.
L’homoscédasticité a été étudiée par le test de Fisher-Snedecor. Pour les données catégorielles, les
valeurs de sensibilité et de spécificité ont été calculées et décrites avec leur intervalle de confiance a
95%. L'incertitude de mesure a été calculée en prenant la racine carrée de la somme quadratique
des composantes issues de l'incertitude relative aux résultats des fidélités intermédiaires d’une part,
et de I"étalon fournisseur d’autre part (45). Les limites de suivi ont été rapportées sur le diagramme
des différences et calculées en prenant la racine carré de la somme du triple de I’écart type de la
fidélité intermédiaire de I'automate et du triple de I'écart-type de la fidélité intermédiaire de la
méthode manuelle obtenue a partir des CIQ (40).

Une analyse en sous-groupes a été proposée en reprenant les analyses décrites précédemment
selon la concentration des échantillons et le biais observé. Au vu des effectifs, ces résultats étaient

principalement exploratoires, et leur interprétation doit rester prudente.

6. Arbre décisionnel :

Les résultats obtenus ont permis de définir les performances de I'automate ainsi que les limites
de celui-ci par rapport a la méthode utilisée en routine. Un des objectifs de ce travail était d’établir
d’une part les seuils limites par rapport aux résultats obtenus pour chaque parametre rendu par le

SQA-Vision®, et d’autre part de réorganiser les analyses non réalisées par I'automate pour obtenir un
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spermogramme-spermocytogramme complet. Un arbre décisionnel a été mis en place pour définir

I'utilisation de I'automate.

7. Validation de méthodes :

L’objectif final de ce travail était d’accréditer 'automate dans le service pour les examens de
spermiologie diagnostique. Concernant le spermogramme-spermocytogramme réalisé par le SQA-
Vision®, la méthode était de type quantitatif car elle fournissait un résultat chiffré a partir de Ila
mesure d’un signal en relation direct avec la quantité. La demande d’accréditation correspondait
dans ce contexte a une demande de portée flexible standard A pour une méthode de dosage
quantitatif. La justesse et I'exactitude de mesures seront effectuées lors du suivi de validation de
méthodes compte tenu de I'absence respectivement de ClQ externalisés et d’EEQ lors de la

validation initiale.
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RESULTATS :

1. Evaluation de la performance intrinseéque de |'automate :

1.1. Répétabilité :

La répétabilité a été évaluée pour chaque parameétre mesuré par le SQA-Vision® et les résultats
obtenus sont présentés dans le tableau I. Les CV obtenus pour les trois niveaux des parametres
concentration, mobilité totale et morphologie spermatique étaient conformes par rapports aux CV
définis par la table de Ricos (41). Concernant la mobilité spermatique progressive, les CV des niveaux
« moyen » et « haut » étaient également conformes. Le CV du niveau « bas » (76,6 %, Tableau I)
pour une mobilité progressive moyenne de 1,3 %, était fortement supérieur au CV acceptable défini
par la table de Ricos, et donc non conforme. Le coefficient de corrélation intra-classe (ICC) mesuré a
partir de toutes les répétabilités réalisées pour chaque analyse, tous niveaux confondus, était a 0,96,
ce qui signifiait que les données pour un méme échantillon se ressemblaient a 96 %. Au final, étant
donné que la valeur de 1,3 % du niveau « bas » de la mobilité progressive était tres inférieure au
seuil de normalité de 32 % et sans ambiguité quant a I'interprétation clinique malgré son CV, et que
I'ICC était acceptable, la méthode était jugée conforme pour le parameétre mobilité progressive.

L’automate SQA-Vision® était donc répétable pour I’ensemble des parameétres mesurés.

Niveau « bas » Niveau « moyen » Niveau « haut » | Ricos
Moyenne cv Moyenne | CV (%) | Moyenne cv cv
(%) (%) (%)

Concentration de spz (million/mL) 7,4 11,6 22,4 2,5 88,0 1,6 13,4
Mobilité totale (%) 16,5 6,1 34,8 2,8 52,5 3,3 9,2
Mobilité progressive (%) 1,3 76,6 32,3 3,9 37,3 2,6 7,8
Forme typique (%) 2,0 0,0 6,3 8,0 8,8 5,7 9,8

Tableau | : Données de répétabilité

Présentation des mesures de répétabilité pour chaque paramétre spermatique (concentration, mobilité progressive et
totale et forme typique) pour 3 niveaux (« bas », « moyen », « haut ») sous forme de coefficient de variation (CV). Les CV
de référence sont définis par la table de Ricos.
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1.2. Fidélité intermédiaire :

La fidélité intermédiaire a été évaluée pour chaque paramétre mesuré par le SQA-Vision® et les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau Il. Les CV obtenus pour les deux niveaux des
parametres concentration de spermatozoides, mobilité totale et progressive étaient conformes par
rapports au CV définis par la table de Ricos. Pour la morphologie spermatique, le CV de niveau
« haut » était également conforme. Le CV de niveau « moyen » (10,8 %, Tableau Il) pour un
pourcentage moyen de 5,3 % de spermatozoides typique était supérieur au CV de la table de Ricos et
n’était donc pas conforme. Toutefois cette valeur est sans ambiguité quant a I'interprétation clinique
malgré son CV élevé, toutes les mesures réalisées étant supérieures au seuil de 4 % défini par 'OMS
2010. La méthode était également jugée reproductible pour le parametre forme typique. L'automate

SQA-Vision® était donc reproductible pour I’ensemble des parameétres mesurés.

Niveau « moyen » Niveau « haut » Ricos

Moyenne CV (%) Moyenne CV (%) CV (%)

Concentration de spz (million/mL) 22,2 0,7 71,5 1,9 13,4
Mobilité totale (%) 49,7 4,2 68,0 2,5 9,2
Mobilité progressive (%) 43,3 3,5 48,7 1,2 7,8
Forme typique (%) 5,3 10,8 11,0 0,0 9,8

Tableau Il : Données de fidélité intermédiaire

Présentation des mesures de fidélité intermédiaire pour chaque paramétre spermatique (concentration, mobilité
progressive et totale, et forme typique) pour 2 niveaux (« moyen » et « haut ») sous forme de coefficient de variation
(CV). Les CV de référence sont définis par la table de Ricos.

Concernant l'incertitude de mesure de la concentration de spermatozoides, nous avons calculé
une incertitude relative de 0,7 M/mL. Celle du fournisseur étant de 1,4 M/mL, l'incertitude de
mesure était mesurée a 3,1 M/mL (SH FORM Concentration de spermatozoides, Annexe Ill). Pour la
mobilité spermatique totale, I'incertitude relative de la fidélité intermédiaire étant de 2,1 % et celle
du fournisseur étant de 2,75 %, l'incertitude était mesurée a 6,9 % (SH FORM Mobilité spermatique,
Annexe V). Pour la mobilité spermatique progressive, I'incertitude de la fidélité intermédiaire étant
de 1,5 % et celle du fournisseur étant de 2,75 %, l'incertitude était mesurée a 6,2 % (SH FORM

Mobilité spermatique, Annexe IV). Enfin, pour la morphologie spermatique, l'incertitude de la
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fidélité intermédiaire étant de 0,6 % et celle du fournisseur étant de 0,75 %, l'incertitude était

mesurée a 1,9 % (SH FORM Morphologie spermatique, Annexe V).

2. Comparaison SQA-Vision® et méthode manuelle :

Pour comparer les résultats obtenus par la méthode manuelle et par la méthode automatisée,
différents tests ont été réalisés :
- Une comparaison des moyennes et différences statistiques,
- Une analyse de concordance avec définition du biais entre les deux méthodes et de la limite de
suivi,
- Une analyse de corrélation avec la détermination de la sensibilité et la spécificité.

Les résultats sont résumés dans le tableau Ill.

2.1. Population étudiée :

Trente-sept échantillons ont été inclus pour comparer les résultats du spermogramme-
spermocytogramme obtenu par le SQA-Vision® vs. les techniques manuelles. La moyenne d’age des
hommes était de 34,97 + 1,23 ans. Le volume moyen pour les prélévements de sperme était de 4,29
+ 0,33 mL. Parmi ces échantillons, d’aprés I'analyse par techniques manuelles, 7 patients (18,92 %)
étaient oligozoospermiques, dont 3 (8,11 %) avaient une concentration inférieure a 5 M/mL, 6
patients (16,22 %) étaient asthénozoospermiques et enfin 18 (48,65 %) patients avaient une

tératozoospermie.

2.2. Concentrations de spermatozoides :

Les moyennes des concentrations en spermatozoides mesurées par la méthode de référence et
le SQA-Vision® étaient respectivement de 87,6 + 16,1 M/mL et 75,67 + 10,8 M/mL. Aucune
différence statistiquement significative n’a été observée (p = 0,13, Tableau llI).

Le coefficient de concordance de la concentration de spermatozoides, mesuré a 0,84, était

excellent (Tableau Ill). Le diagramme des différences montrait une sous-estimation de 11,91 M/ml
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du SQA-Vision® par rapport a la méthode manuelle (Figure 9A. et Tableau Ill). Pour des
concentrations de spermatozoides inférieures a 150 M/ml, la concordance était meilleure avec un
coefficient de Lin mesuré a 0,94, et le biais entre les deux méthodes était diminué a 2,30 M/mL
montrant une surestimation du SQA-Vision®. Pour des concentrations supérieures a 150 M/mL, la
concordance mesurée était diminuée a 0,63 et le biais moyen mesuré était de 63,41 M/mL. Nous
avons observé 8 points en dehors des limites de suivi : 3 sous-estimations et 5 surestimations (Figure

9A). Dans le méme sens, la corrélation, avec un coefficient de corrélation a 0,93, était excellente

(Figure 9B).
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Figure 9 : Comparaison des méthodes de mesure de la concentration de spermatozoides
Représentations graphiques de la concordance (A) et de la corrélation (B) de mesures de la concentration en

spermatozoides en M/mL par la méthode SQA-Vision® vs. la technique manuelle (référence) pour 37 prélévements. En A,
le diagramme des différences selon Bland et Altman (ligne verte : niveau zéro, ligne violette : biais moyen, lignes rouges :
intervalle de confiance, lignes bleues : limites de suivi. En B, le diagramme de corrélation.

Le pourcentage d’accord entre les deux méthodes pour la concentration de spermatozoides était
de 91,9 % avec un coefficient Kappa a 0,75 (tableau Ill). Seulement 1 point en dehors des limites de
suivi présentait un désaccord entre le diagnostic rendu par I'automate et la méthode manuelle. Les 7

autres points en dehors des limites n‘impactaient en aucun cas le rendu final. En effet, la sensibilité

de la mesure du SQA-Vision® était de 85,7 % et la spécificité de 93,3 % (Tableau Ill).
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2.3. Mobilité spermatique totale :

Les moyennes des pourcentages de mobilité spermatique totale mesurées par la méthode de
référence et le SQA-Vision® étaient respectivement de 48,0 + 2,2% et 49,2 + 1,9 %. Aucune
différence statistiquement significative n’a été observé (p=0,73, Tableau Ill).

Le coefficient de concordance de la mobilité totale, mesuré a 0,52, était modéré (Tableau lll). Le
diagramme des différences montrait une surestimation de 1,19% du SQA-Vision® par rapport a la
méthode manuelle (Figure 10A et Tableau Ill). Nous avons observé 13 points en dehors des limites
de suivi : 6 surestimations et 7 sous-estimations (Figure 10A). Dans le méme sens, la corrélation,

avec un coefficient de corrélation a 0,40, était modérée (Figure 10B).
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Figure 10 : Comparaison des méthodes de mesure de la mobilité spermatique totale
Représentations graphiques de la concordance (A) et de la corrélation (B) de mesures du pourcentage de spermatozoides

mobiles en % par la méthode SQA-Vision® vs. la technique manuelle (référence) pour 37 prélevements. En A, le
diagramme des différences selon Bland et Altman (ligne verte : niveau zéro, ligne violette : le biais moyen, lignes rouges :
intervalle de confiance, lignes bleues : limites de suivi). En B, le diagramme de corrélation.

Le pourcentage d’accord entre les deux méthodes pour la mobilité totale était de 94,6 % avec un
coefficient Kappa a 0,80 (Tableau lll). Seulement 2 points en dehors des limites de suivi présentaient
un désaccord entre le diagnostic rendu par I'automate et la méthode manuelle. Les 11 autres points

en dehors des limites n‘impactaient pas le rendu final. En effet, la sensibilité de la mesure du SQA-

Vision® était de 83,3 % et la spécificité de 96,8 % (Tableau lIlI).
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2.4. Mobilité spermatique progressive :

Les moyennes des pourcentages de mobilité spermatique progressive mesurées par la méthode
de référence et le SQA-Vision ® étaient respectivement de 40,1 + 2,04 % et 36,11 + 2,17 % avec une
différence statistiquement significative mesurée (p = 0,04, Tableau lIlI).

Le coefficient de concordance de la mobilité progressive, mesuré a 0,55, était modéré (Tableau
lll). Le diagramme des différences montrait une sous-estimation de 4,08 % du SQA-Vision® par
rapport a la méthode manuelle (Figure 11A. et Tableau Ill). Nous avons observé 18 points en dehors
des limites de suivi : 13 surestimations et 5 sous-estimations (Figure 11A). La corrélation, avec un

coefficient de corrélation a 0,53, était également modérée (Figure 11B et Tableau llI).
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Figure 11 : Comparaison des méthodes de mesure de la mobilité spermatique progressive
Représentations graphiques de la concordance (A) et de la corrélation (B) de mesures du pourcentage de spermatozoides
mobiles progressifs (%) par la méthode SQA-Vision® vs. la technique manuelle (n=37). En A, le diagramme des différences
selon Bland et Altman (ligne verte : niveau zéro, ligne violette : le biais moyen, lignes rouges : intervalle de confiance,
lignes bleues : limites de suivi). En B, le diagramme de corrélation.

Le pourcentage d’accord entre les 2 méthodes était de 78,4 % avec un coefficient Kappa a 0,37
(Tableau Ill). Sur les 18 points observés en dehors des limites de suivi, 5 points étaient en désaccord
sur le diagnostic rendu entre les 2 méthodes dont 4 valeurs étaient rendues anormales
(asthénozoospermie) par le SQA-Vision® et normales en méthode manuelle. Au final, la sensibilité de

la mesure de I'automate était donc de 66,7 % et la spécificité de 80,6 % (Tableau Ill).
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2.5. Morphologie spermatigue : pourcentage de formes typiques

Les moyennes des pourcentages de spermatozoides de forme typique mesurés par la méthode
de référence et le SQA-Vision® étaient respectivement de 6,21 + 0,88 % et 8,5 + 0,61 % avec une
différence statistiquement significative mesurée (p=0,003, Tableau Ill).

Le coefficient de concordance, mesuré a 0,52, était modéré (Tableau Ill). Le diagramme des
différences montrait une surestimation de 2,30 % du SQA-Vision® par rapport a la méthode
manuelle (Figure 12A. et Tableau lll). Nous avons observé 19 points en dehors des limites de suivi :
15 valeurs étaient une surestimation de I'automate (Figure 12A). Dans le méme sens, la corrélation,
avec un coefficient de corrélation a 0,71, était bonne (Figure 12B. et Tableau llI).

Le pourcentage d’accord entre les 2 méthodes était de 64,7 % avec un coefficient Kappa a 0,22
(Tableau Il1). Sur les 19 points observés en dehors des limites de suivi, 11 points étaient en désaccord
avec le diagnostic rendu par I'automate par rapport au diagnostic rendu par la méthode manuelle.
L’'ensemble de ces points était une surestimation de I'automate. La sensibilité de la mesure du SQA-

Vision® était de 16,7 % et la spécificité de 100 % (Tableau IlI).
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Figure 12 : Comparaison des méthodes de mesure de la morphologie des spermatozoides
Représentations graphiques de la concordance (A) et de la corrélation (B) de mesures du pourcentage de spermatozoides

de forme typique en % par la méthode SQA-Vision® vs. la technique manuelle (n=37). En A, le diagramme des différences
selon Bland et Altman (ligne verte : niveau zéro, ligne violette : le biais moyen, lignes rouges : intervalle de confiance,
lignes bleues : limites de suivi). En B, le diagramme de corrélation.
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3. Comparaison de la mesure de la leucospermie :

Nous avons comparé les résultats semi-quantitatifs de 59 bandelettes avec la concentration
de PNN mesurée par la méthode manuelle (Figure 13). Nous avons observé 8 bandelettes
« positives », c’est-a-dire, qui se coloraient en violet. Nous avons observé 45 bandelettes
« négatives », c’est-a-dire, qui ne prenaient pas de coloration au bout d’'une minute. De plus, nous
avons observé 6 bandelettes qui changeaient légerement de couleur sans obtenir une couleur
violette comparable a celle du nuancier. Nous avons classé ces bandelettes en « douteuses » puis
regardé pour chaque patient les résultats obtenus avec la méthode manuelle. Deux patients
n’avaient pas de leucospermie mais la concentration de PNN était mesurée a 0,8 et 0,9 M/mL. Ces
taux étant proches du seuil clinique de 1 M/mL, cela pourrait expliquer le faible changement de
couleur de la bandelette. Pour les 4 autres bandelettes « douteuses », les concentrations de PNN
étaient supérieures a 1 M/mL en méthode manuelle. Deux échantillons avaient aussi une
concentration proche du seuil clinique, mesurée a 1,3 et 1,9 M/mL, mais les deux autres échantillons
avaient des concentrations élevées a 5,0 et 9,5 M/mL. Dans ces cas, les échantillons ont été testés a

nouveau avec la méthode a comparer et la méthode manuelle mais les résultats étaient identiques.
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Figure 13 : Photographie des nuances de couleurs des bandelettes de mesure des PNN
A droite, une bandelette « positive », au milieu une bandelette « négative » et a gauche une bandelette de coloration
intermédiaire «douteuse ».

Dans un premier temps, nous avons considéré les bandelettes « douteuses » comme
« négatives » comme recommandé dans la notice d’utilisation. La sensibilité calculée était alors de

50 % et la spécificité de 100% (Tableau IV). Nous avions une chance sur deux de passer a coté d’'un
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patient présentant une leucospermie. Nous avons donc considéré les bandelettes «douteuses»

comme «positives» et la sensibilité était alors mesurée a 83,3 % et la spécificité de 95,7% (Tableau

Iv).
Sensibilité Spécificité
Valeur (%) IC (%) Valeur (%) IC(%)
Bandelette « douteuse » = « négative » 50 (21,1-78,9) 100 (92,5-100)
Bandelette « douteuse » = « positive » 83,3 (51,6 —97,9) 95,7 (85,5—99,5)

Tableau IV : Résumé de la performance diagnostique des bandelettes
Mesure de la sensibilité et la spécificité selon I'interprétation des bandelettes a coloration « douteuse ». n =59 ; IC =
intervalle de confiance.

4. Arbre décisionnel :

A partir des résultats obtenus lors de la comparaison de méthodes, nous avons défini un arbre
décisionnel pour utiliser I'automate lorsque la comparaison était possible (Figure 14). Un des
premiers points limitant 'utilisation de I'automate est le volume nécessaire pour lancer une analyse
de sperme. Le capillaire de mesure nécessite un volume de 0,5 mL. Mais si une analyse
bactériologique est prescrite en plus du spermogramme ou si I'analyse doit étre rajoutée lorsque le
patient présente une leucospermie, alors 0,6 mL sont nécessaires pour effectuer la spermoculture.
Ainsi, nous avons défini que les échantillons de sperme avec un volume inférieur a 1,5 mL ne seraient

pas analysés par le SQA-Vision®.

Si le volume est suffisant pour étre analysé sur I'automate, une bandelette Qwick-Chek™ test
strip du fournisseur sera testée pour détecter la présence ou non d’une leucospermie. Si la
bandelette est « positive » ou « douteuse », le spermogramme ne sera pas analysé par |'automate.
La concentration en PNN sera déterminée en méthode manuelle pour s’assurer de la leucospermie.

S’il n’y a pas de leucospermie, I'analyse de sperme sera lancée sur le SQA-Vision®.
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La concentration en spermatozoides mesurée par le SQA-Vision® est comparable avec notre
méthode manuelle. Néanmoins, compte-tenu de la surestimation de I'automate de 2,3 M/mL pour la
concentration en spermatozoides dans les valeurs inférieures a 150 M/mL, ainsi que de l'incertitude
de 'automate calculée a 3,1 M/mL, I'utilisation de I"automate sera bornée pour une valeur basse
correspondant au seuil de normalité de 15 M/mL additionnée de l'incertitude de mesure et de la
surestimation de 2,3 M/mL, c’est-a-dire a 20,4 M/mL. Ce seuil nous permet d’obtenir une sensibilité
de 100 % et une spécificité de 90 %. Au-dessus de cette valeur, les deux méthodes sont comparables.

En dessous, le spermogramme sera réalisé manuellement.

Malgré une concordance modérée, la mesure de la mobilité spermatique totale montre un
bon coefficient d’accord diagnostique et ne nécessite pas de vérification. Pour la mobilité
spermatique progressive, la concordance était modérée et le pourcentage d’accord plus faible par
rapport a la mobilité spermatique totale. La spécificité étant plus forte que la sensibilité et compte-
tenu de la sous-estimation du SQA-Vision® de 4 %, 'utilisation de I'automate sera bornée pour une
valeur basse correspondant au seuil de normalité de 32 % additionnée de l'incertitude mesurée a 6,2
% et de la sous-estimation de 4 %, soit 34,2 %. Le SQA-Vision® ne donnant que des valeurs entiéres,
le seuil est arrondi a 34 %. Ce seuil nous permet d’obtenir une sensibilité de 83 % et une spécificité
de 70 %. En dessous de ce seuil, la mobilité sera recontrélée manuellement et au-dessus de ce seuil,

les deux méthodes sont comparables.

Concernant le pourcentage de spermatozoides de forme typique rendu par I'automate, la
méthode était tres spécifique mais peu sensible, avec une surestimation du SQA-Vision® de 2,3 %.
Compte tenu de la forte spécificité, de la surestimation de 2,3 % et d’une incertitude calculée a 1,9
%, I'utilisation de I'automate sera bornée pour une valeur basse correspondant au seuil de normalité

de 4 % additionnée a la surestimation de 2,3 % et de l'incertitude a 2,8 %, soit 8,2 %. Le SQA-Vision®
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ne donnant que des valeurs entieres, le seuil est arrondi a 9 %. Ce seuil nous permet d’obtenir une
sensibilité de 89 % et une spécificité de 77 %. Le spermocytogramme doit dans tous les cas étre
réalisé par un membre du laboratoire afin de classer les anomalies morphologiques observées et de
calculer un TZI. En routine, deux comptes sont effectués : un compte pour déterminer le nombre de
spermatozoides de forme typique et un deuxiéme compte pour déterminer les anomalies et calculer
le TZI. Si le SQA-Vision® rend un pourcentage de forme typique inférieur au seuil de 9 %, le
spermocytogramme sera refait entierement par un membre du laboratoire. Si la valeur rendue par

I'automate est supérieure ou égale a ce seuil, un seul compte sera effectué pour calculer le TZI.
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Volume > 1,5 mL

Non

Qui

Bandelette Qwickecheck™ Test

Positive

Négative

Passage de I'échantillon sur le
SQA-Vision®

Concentration en spz Non
inférieure a 20,4 M/mL

Oui

Réalisation du spermogramme en
méthode manuelle

Mobilité progressive
inférieure a 34 %

Qui

Non

Forme typique (en %)

Stop et réalisation du
spermogramme-
spermocytogramme en
méthode manuelle

Contrdle de la mobilité en

méthode manuelle :
- Sirésultat conforme =
rendre SQA-Vision®
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méthode manuelle

- SiFT = 9% :compléter avec
un compte pour
classification et calcul du TZI
- SiFT<9%: Fairele
spermocytogramme selon la
méthode manuelle

Figure 14 : Arbre décisionnel

L'utilisation de l'automate a été bornée pour une concentration de spermatozoides de 20,4 M/mL, une mobilité
progressive a 34 %, et une morphologie spermatique normale a 9 %.
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DISCUSSION :

L’'examen manuel de sperme comprend une évaluation macroscopique de I'échantillon, puis
une évaluation microscopique avec mesure de la concentration, mobilité, vitalité puis de la
morphologie des spermatozoides aprés une étape de coloration. Tomlinson et al ont illustré que
toutes les étapes de réalisation du spermogramme peuvent étre a |'origine d’une variation dans le
rendu de résultat final (Figure 15) (8). Les étapes les plus critiques sont, entre autres, |’évaluation
subjective de la mobilité et de la morphologie spermatique sur un faible nombre de cellules et les
erreurs de comptage liées aux erreurs de dilution et d’homogénéisation de I'éjaculat pour la mesure
de la concentration de spermatozoides (1). Ainsi, il est important pour les laboratoires de mattriser
les risques liés a ces variations dans l'interprétation du spermogramme-spermocytogramme, en

particulier depuis I’exigence de I'accréditation des laboratoires selon la norme NF EN ISO 15189.

Specimen collection
Patient I.D.
Collection method
Container toxicity
Abstinence
Complete sample
Delay to analysis

Error=7?

Concentration
Counting chamber
Procedure
Homogeneity
Sampling error
Training/experience
Multiple operators

Error=7?

Motility
Subjectivity
Procedure/temperature
Homogeneity
Sampling error
Training/experience
Multiple operators

Error=7?

Morphology
Subjectivity
Classification error

Homogeneity
Sampling error
Training/experience
Multiple operators

Error=7?

Y |! J 74

Reporting
Transcription error
Interpretation

Overall uncertainty

Figure 15 : Schéma résumé de l'incertitude de mesure du spermogramme-spermocytogramme
Schéma résumé décrivant ou les erreurs de mesures peuvent se présenter dans le processus d’analyse de sperme,
contribuant a l'incertitude globale liée a I'analyse de n’importe quel paramétre spermatique (8).

L'introduction de I'automatisation du spermogramme-spermogramme s’est révélée étre un
moyen intéressant pour pallier les limites de la méthode manuelle. Nous avons étudié la derniére
version du systeme SQA, le SQA-Vision®, avec comme objectif de caractériser ses performances et
d’assurer la comparabilité avec la méthode manuelle de référence, selon les recommandations

élaborées par le COFRAC. Nous avons montré que l'automate avait une répétabilité et une fidélité
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intermédiaire conformes aux valeurs définies dans la table Ricos (40). A notre connaissance, une
seule étude de Martinez et al. en 2000 avait caractérisé la répétabilité et la fidélité intermédiaire
d’un automate de spermiologie en effectuant plusieurs analyses répétées d’'un méme échantillon sur
un ancien modele de SQA, le SQA-IIB® (32). Les CV obtenus sur le SQA-IIB® pour la répétabilité
étaient similaires a ceux de notre étude, et acceptables selon les normes de la table de Ricos. Seuls
les CV pour le paramétre morphologie étaient plus faibles que les nétres, mais la classification
morphologique était celle de David qui a un seuil clinique de 30 %, et donc plus élevé par rapport a la
classification internationale de Kruger que nous avons utilisée. En revanche, nos CV de fidélité
intermédiaire étaient meilleurs par rapport a cette étude. La précision du systeme SQA mesurée par
les études récentes a été calculée a partir de duplicata de mesure de chaque échantillon et non sur
des mesures répétées comme le recommande le COFRAC. Toutefois ces études concluent a la bonne

précision du SQA (37,38,46).

Nous avons ensuite comparé les parametres spermatiques mesurés par I'automate, c’est-a-
dire la concentration, la mobilité et la morphologie typique, avec ceux mesurés par les méthodes
manuelles accréditées au sein du laboratoire. Les corrélation et concordance mesurées pour la
concentration de spermatozoides étaient excellentes (r = 0,93 et coefficient de Lin = 0,84), ce qui est
en accord avec les autres études ayant comparé la technologie SQA a la méthode manuelle
(35,37,38,46). La corrélation et la concordance étaient modérées pour la mobilité spermatique totale
(r = 0,40 et coefficient de Lin = 0,52) telles que mesurées dans I'étude d’Akashi et al. en 2005 (35).
Elles étaient aussi modérées pour la mobilité spermatique progressive (r = 0,53 et coefficient de Lin =
0,55) mais I'accord diagnostique était largement inférieur a celui de la mobilité spermatique totale,
avec une différence significative des moyennes entre la méthode automatisée et la méthode
manuelle. Ces résultats different des études d’Engel et al. et Lammers et al. (37,38) qui ne

retrouvaient pas de différence sur la mobilité spermatique progressive.
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Pour la morphologie typique des spermatozoides, nous avons mesurée une concordance
modérée (coefficient de Lin = 0,52) et un coefficient kappa mesurant I'accord diagnostique trés
faible a 0,22. Les études des anciennes versions avaient déja mis en avant I'amélioration nécessaire
sur la mesure de la morphologie spermatique (32,33,36,47). Nos résultats concordent aussi avec les
études des versions récentes du systéme SQA (37,38). Les principaux défauts limitant la corrélation
entre la méthode automatisée et la méthode manuelle sont le fait que la limite inférieure de
détection de I'automate est a 2 % de spermatozoides de forme typique. De plus I'automate n’analyse
pas directement la morphologie, mais le déduit d’un algorithme basé sur la mobilité spermatique
progressive. Enfin, la morphologie analysée au microscope permet de voir plus de détails et selon
I’'OMS 2010, tous spermatozoides ayant une morphologie borderline doivent étre considérés comme

atypiques (1,19). L’étude de la morphologie par 'automate reste encore a améliorer.

L'utilisation de cet automate a présenté plusieurs avantages par rapport a la méthode
manuelle. Tout d’abord, la rapidité d’analyse pour rendre des résultats de spermogramme-
spermocytogramme est un atout majeur. Une étude comparative entre la méthode manuelle et la
méthode automatisée par le SQA-Vision® a mis en évidence un gain de temps de 19 minutes lorsque
le sperme était analysé sur I'automate suivi d’une lecture manuelle du spermocytogramme. Ce gain
peut aller jusqu’a 51 minutes si I'analyse de I’échantillon est complétement automatisée (48). La
rapidité de cette analyse permettrait en pratique de passer davantage de temps sur les échantillons
anormaux et de pouvoir augmenter le nombre d’examens réalisables au laboratoire. Le SQA-Vision®
est un automate facile d’utilisation. Le temps de formation est beaucoup moins important que pour
la méthode manuelle. Cela permet de faciliter I'habilitation du personnel du laboratoire et le
maintien des compétences et d’habiliter un plus grand nombre d’opérateurs. La mise en place des
bandelettes pour détecter une leucospermie s’est montrée tres intéressante du fait de sa rapidité et

facilité d’utilisation. Enfin, I'automatisation permet une mesure objective et plus représentative de
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I’échantillon a analyser par rapport a la méthode manuelle car un plus grand nombre de cellules est

mesuré.

Mais ces avantages sont contrecarrés par plusieurs points négatifs. Le volume important
requis pour remplir le capillaire est un premier frein a son utilisation en pratique, par rapport a la
méthode manuelle qui nécessite environ 200 pl. Sur un échantillon de sperme, il peut étre demandé
des examens supplémentaires tels qu’une spermoculture, une biochimie du liquide séminal, ou bien
un test de migration de survie. Tous ces examens nécessitent un volume conséquent de sperme et
combinée a un volume d’échantillon faible, I'analyse automatisée devient alors impossible. De plus,
les échantillons tres visqueux sont difficiles a analyser car le capillaire de mesure ne se remplit pas de
maniére homogeéne. La formation du personnel sur le remplissage du capillaire est trés importante
car s’il n’est pas correct, le risque d’erreur est élevé. Méme si I'automate est facile d’utilisation, le
personnel se doit de posséder les connaissances adéquates pour permettre d’avoir un esprit critique
sur les résultats rendus par I'automate. La principale difficulté dans I'automatisation en spermiologie
réside dans le fait de devoir analyser un échantillon hétérogene fait de cellules vivantes mobiles, les
spermatozoides, avec des cellules rondes et des débris cellulaires présents en plus ou moins grande
quantité. La derniere version du systéme SQA posséde un scan débris automatique permettant a
I'utilisateur de notifier la présence ou non de débris et de le quantifier. Mais il s’agit d’'une mesure
subjective et semi-quantitative. Le personnel nécessite d’étre formé sur I'utilisation de ce scan débris
et de savoir garder un ceil critique sur les résultats rendus lorsqu’il s’agit d’échantillons atypiques,

visqueux ou présentant d’'importants débris cellulaires.

La mise en place du SQA-Vision® a soulevé plusieurs questions concernant son accréditation
dans le service, dont la plus importante est le compte rendu du spermogramme rendu par

I’automate seul. En effet, I'analyse du spermogramme telle qu’elle est définie dans la nomenclature,
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comprend plusieurs analyses (numération des cellules rondes, une mesure de la vitalité et une
analyse des différents défauts spermatiques permettant de calculer le TZI) que I'automate ne permet
pas de mesurer. Au mieux, elles peuvent étre réalisées grace a linterface de visualisation de
I’automate qui prend le réle de microscope, mais I'automate perd son intérét car la mesure est de

nouveau liée a la subjectivité et la formation du technicien.

L'analyse des performances intrinseques du SQA-Vision® et la comparaison avec la méthode
manuelle de référence nous a permis de constater que celui-ci se révéle étre un outil rapide de
dépistage. En effet, a partir des résultats obtenus, nous avons borné son utilisation pour chaque
parameétre afin de gagner en sensibilité et spécificité. Nous avons choisi de ne pas réaliser d’analyse
automatisée lorsque la bandelette revenait positive pour la leucospermie pour plusieurs raisons. Une
analyse bactériologique est nécessaire et donc une partie de I'échantillon doit étre envoyée au
laboratoire de bactériologie. De plus, comme nous I'avons vu précédemment, la présence de cellules
rondes et de débris liée a I'inflammation peut engendrer des erreurs dans |'analyse automatisée.
Dans ce cas, une analyse manuelle permet de mesurer de maniére quantitative le pourcentage de
PNN et de garder un volume satisfaisant nécessaire a I'analyse bactériologique. La concentration et
la mobilité progressive des spermatozoides sont les parameétres les plus indicatifs sur I'état de
fertilité du patient et permettent de choisir la technique d’AMP. Nous avons trouvé une faible
concordance pour la mesure de la mobilité progressive et méme si la concordance et la corrélation
étaient satisfaisantes pour le paramétre concentration, Engel et al. ont montré que I'analyse de la
mobilité était plus variable pour une concentration en dessous de 15 millions de spermatozoides.
Nous avons ainsi borné I'utilisation pour ces deux parameétres aux seuils critiques diagnostiques en
tenant compte de lincertitude mesurée afin de gagner en sensibilité. De méme pour la morphologie
spermatique, nous avons défini un seuil a 9 % de formes typiques, comme dans I'étude réalisée par
Wittemer et al.(48) qui ont fixé un seuil a 10 %. Ces limites a I'utilisation de I'automate peuvent
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sembler restrictives et peuvent amener a se questionner sur le réel intérét de I'automatisation au
laboratoire de spermiologie diagnostique. Sur I'ensemble des spermogrammes réalisés en 2019, avec

les bornes définies plus haut, la moitié aurait pu étre rendue par I'automate.

L'investissement dans un automate est a adapter a I'activité du laboratoire et a la formation
de son personnel. La mise en place de cet automate dans un laboratoire polyvalent pourrait se
révéler intéressante pour dépister une anomalie du spermogramme et orienter le patient vers un
centre spécialisé tout en ayant une formation du personnel plus simple par rapport a la méthode
manuelle. L'utilisation du SQA-Vision® serait également avantageuse dans le secteur d’AMP. Les
hommes des couples pris en charge en insémination intra-utérine (IIlU) présentent des parameétres
spermatiques normaux. L'automate étant conforme pour des valeurs normales, il permettrait
d’analyser 100 % de I'activité. Le jour de la tentative d’AMP, la qualité du sperme est contrblée en
mesurant la concentration et la mobilité les spermatozoides avant et aprées sélection sur un gradient
de densité. Le nombre de spermatozoides mobiles progressifs a inséminer doit étre d’au moins 1
million. L'automate posséde un mode «test migration de survie» permettant d’analyser sur
uniquement 20 pL de préparation, la concentration en spermatozoides mobiles progressifs. En plus
d’avoir déja un regard critique sur la qualité attendue, car les antériorités du patient sont déja
connues, I'automate permettrait une analyse rapide des parameétres pertinents pour les IIlU de
maniére précise et ainsi de pouvoir alléger une technicienne spécialisée. Une étude est en cours

dans le laboratoire d’AMP afin d’en mesurer la faisabilité.

Enfin le développement de nouvelles technologies pourrait remettre en considération le
spermogramme dans sa globalité. En effet, certains automates CASA permettent de détecter les
flagelles des spermatozoides et de détecter automatiquement la chambre de lecture pour améliorer

la précision et I'objectivité des mesures. lls sont aussi capables d’effectuer une lecture automatique
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pour mesurer la vitalité apres coloration et d’intégrer de nouveaux tests qui ont fait leurs essors ces
dernieres années tels que I'analyse de la fragmentation de I'ADN spermatique. Ainsi, I'analyse
combinée de toutes les mesures réalisées pourrait permettre d’apprécier au mieux la qualité
spermatique (23). En paralléle, des dispositifs adaptables sur smartphone ont vu le jour pour
permettre au patient de dépister lui-méme un trouble de la fertilité. Ces dispositifs ont montré de
bonnes performances en comparaison avec la technique manuelle et les systémes automatisés, ce
qui permettrait de motiver le patient a consulter mais aussi de réaliser un suivi aprés la mise en place

d’un traitement (49,50).
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CONCLUSION:

Le développement de ['automatisation est une alternative pour standardiser le
spermogramme — spermocytogramme. Notre étude a démontré que les performances intrinseques
de l'automate SQA-Vision® étaient conformes a la littérature et aux besoins du secteur de
Spermiologie diagnostique du service AMP — CECOS. La comparaison de méthodes a montré que les
mesures réalisées par l'automate et la méthode manuelle (méthode de référence) étaient
concordantes pour la concentration de spermatozoides et la mobilité spermatique totale mais pas
pour la mobilité progressive et la morphologie spermatiques. Ainsi, nous avons redéfini les seuils de
son utilisation et élaboré un arbre décisionnel quant a [|'automatisation des analyses
spermiologiques. Seuls les échantillons de sperme qui présentent des paramétres normaux seront
analysés par l'automate. Il permettra également de dépister rapidement les anomalies des
parameétres spermatiques et de libérer du temps de travail pour analyser manuellement les
échantillons anormaux. Sa mise en place dans le service permettra d’augmenter le nombre
d’examens réalisés par jour mais son utilisation reste a combiner avec la méthode manuelle. Au final,
I"automatisation est a adapter a l'activité du laboratoire. Pour notre centre, une étude est en cours
dans le secteur d’AMP afin de valider son utilisation dans I'analyse du nombre de spermatozoides

mobiles lors de la préparation de spermes en vue d’une lIU.

Le doyen de I'UFR de Médecine, La présidente du Jury,
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Annexe | : Normes du spermogramme - spermocytogramme:: valeurs

de référence des normes du spermogramme — spermocytogramme et définition des anomalies selon
les recommandations de 'OMS 2010 (1).

Parameétre Seuil de référence Nomenclature des anomalies
Volume séminal >1,5mL < 1,5 mL : hypospermie
Concentration totale de <39 M/éjaculat et/ou < 15M/mL :

> 39 millions/éjaculat oligozoospermie

spermatozoides
Absence de spermatozoides aprés

Concentration en spermatozoides | 2 15 millions/mL i i ;
centrifugation : azoospermie

Mobilité totale (a+b+c) 240 % atb+c <40 % et/oua+b <32 %:
Mobilité progressive (a+b) >32% asthénozoospermie

Vitalité >58% <58 % : nécrozoospermie
Morphologie typique 24% < 4% : tératozoospermie

Concentration en polynucléaires

i <109 21 L: i
neutrophiles 0% M/mL : leucospermie
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Annexe Il : Table de Ricos:

spermogramme-spermocytogramme (41).

Number |Biological Desirable
Analyte of Variation specification

papers |CV, CVyg 1(%) B(%) |TE(%)
Semen- |Spermatozoa, concentration 1 268 |56.4 13.4 156 |37.7
Semen- |Spermatozoa, morphology 1 196 [44.0 98 12.0 |28.2
Semen- |Spermatozoa, progressive motility 1 152 |32.8 76 9.0 216
Semen- |Spermatozoa, fast progressive motility 1 18.86 |21.8 9.4 13.8 |29.3
Semen- |Spermatozoa, total motility 1 184 |29.8 g2 88 |239
Semen- |Spermatozoa, vitality 1 103|258 5.2 69 |154

CVI : variation intra-individuelle ; CVg : variation inter-individuelle ; | : estimation de la fidélité ;
B : estimation du biais ; TE : estimation de I'erreur totale

Valeurs de référence de la table de Ricos pour le
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Annexe lll: SH FORM Concentration de spermatozoides
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[ DQLAB-ANA-FO-4
C/ U | cONCENTRATION DES SPERMATOZOIDES |4

CLERMONT-FERRAND

Date d’application:

1. Objectifs : compiler les résultats d’une vérification/ validation des méthodes dans le but
d’émettre une conclusion.

Domaine d’application : Processus Analytique
Responsable de I’application : Biologiste responsable qualité du service

2. Documents de référence :

SH FORM 43 Indice de révision : 01 FICHE TYPE - Vérification (portée A) / Validation (portée B)
d'une méthode de biologie médicale
Guide d’utilisation SQA-Vision® version 105.13.6.

3. Définitions et abréviations : /
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[ DQLAB-ANA-FO-4
C/ U | cONCENTRATION DES SPERMATOZOIDES |4

CLERMONT-FERRAND
[E T r——

Date d’application:

Note : le laboratoire se référera au tableau du § 9 du document Cofrac SH GTA 04 rev 01 pour connaitre les
paramétres a déterminer dans le cadre d'une vérification sur site (portée A) ou d’une validation (portée B) et
complétera une fiche par examen de biologie médicale

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du paramétre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :
Concentration des spermatozoides

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

DESCRIPTION DES PROCESSUS

Essai
Processus Eléments & vérifier Biblio Modalités de vérification/validation® :
NA
Réalisé E X 1. Répétabilité
Réalisé E X 2. Fidélité intermédiaire
Réalisé E X 3. Variabilité inter-opérateurs
Pas de CQI externalisé NA [ 4. Justesse
Réalisé E Xl 5. Exactitude
Concentration | Réalisé B/E XI 6. Sensibilité et spécificité analytique
des Réalisé E X1 7. Incertitudes
spermatozoides | Réalisé B X 8. Etendue de mesure
Réalisé E X 9. Comparaison de méthodes
Réalisé B X 10. Interférences
NA NA [] 11. Contamination
Réalisé B X 12. Robustesse et fiabilité des réactifs
Réalisé B X 13. Intervalle de référence

Pour chaque étape, le laboratoire procedera a la vérification / validation des items attendus, et dupliquera
autant que de besoin les pages 2 a 8 (évaluation des performances de la méthode) du présent document. Si
un autre élément du processus lui semble critique, il devra vérifier / valider cette étape et le préciser dans la
conclusion argumentée. C’est cette vérification qui lui permettra de maitriser ce point critique.

Argumentaire (le cas échéant) : Portée A

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

Le types de vérification (bibliographique ou essais) est a indiquer.

L’absence d’applicabilité de certains items (NA) doit étre justifiée dans le corps du document.

63



CLERMONT-FERRAND
[E T r——

CONCENTRATION DES SPERMATOZOIDES

DQLAB-ANA-FO-4
V4

Date d’application:

SOUS-PROCESSUS : Concentration des spermatozoides

Portée A X ; Portée B [] (ajustifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Concentration de spermatozoides

Principe de la Méthode :

Compartiment
de mesure
SQA-Vision

Micro
Processeur

M.E.S.
Propriétés

Détectaur Détectaur DO
de densité J de e
Algorithmes

miobilité

Paramétres
échantillon

Canal spectrophotométrique :
quantité de lumiére absorbée par les spermatozoides et la convertie en
densité optique (DO).

La DO est transformée en concentration de spermatozoides par un micro-
processeur sur la base d’algorithmes développés par le fournisseur.

un détecteur de densité optique mesure la

Type d'échantillon primaire :

Sperme

Type de récipient, additifs :

flacon de prélevement stérilisé par ionisation (gamma) de sperme 15ML
réf. CLINISPERM30DM (CML).

Prétraitement de I'échantillon :

Traitement de I'échantillon avant analyse AMP-ANA-SPE-MO-002 :

- Liquéfaction a 37°C (au maximum 1H).

- Attendre le retour a température ambiante avant analyse.

Le délai pour exécuter 'ensemble des traitements ne doit pas excéder 1
heure.

Unités :

Spermatozoides en million / mi

Critéres d’interprétation2 :

Valeur normale seuil supérieure ou égale a 15 millions de
spermatozoides/ml (IC 12-16)

Marquage CE (Oui/Non) :

Oul

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

Non disponible

Equipement (instrument, analyseur,
etc.):

SQA-Vision référence MES 01051V n°5230

Référence du réactif :

MS 0200 Qwik Check Beads
MS 0700 QwickCheck Test strip
MS 4021 Capillaires

MS 0115 Kit de nettoyage

Matériau d'étalonnage (références) :

NA

Type d'étalonnage, nombre de niveaux
et valeurs :

Systéme de stabilisation et d’autocalibration a chaque mise sous tension
et avant chaque analyse d’échantillon

Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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CLERMONT-FERRAND

DQLAB-ANA-FO-4

CONCENTRATION DES SPERMATOZOIDES | V4

Date d’application:

MISE EN CEUVRE

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

Julie Kasprzak / Hanae Pons

Procédure de validation/mode opératoire :

DQLAB-ANA-PRO- 001 vérification validation de méthodes
de biologie médicale

AMP-ANA-COM-IN-001 VERIFICATION ET VALIDATION DE
METHODES

Procédure de gestion de la portée flexible :

DQLAB-ANA-PR-004 Gestion portée flexible : examen

biologie médicale

Période d’étude :

Du : 14/06/2019 au 19/08/2019

Date de 1°° utilisation :

A définir

MAITRISE DES RISQUES
(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour
chaque paramétre vérifié/validé)
Moyens de maitrise (formation du
personnel, vérification
expérimentale, jeux d’essai, ...) /
5M Points critiques Eléments a maitriser Documents (procédure,
instruction, enregistrement, ...)
avec les références du SMQ du
laboratoire
m
c
o
o g
D ©
L8
© O
=2
>
Q2
=
)
c
()
TG
5 g‘ Voir DQLAB-SMQ-FO-28-38-ANALYSE DES RISQUES — SUIVI DES PORTEES
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

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

Protocole : méme essai, méme opérateur, méme lot de capillaire (070818) et méme instrument (SQAV
n°5230)

Pour évaluer la répétabilité de la méthode, le laboratoire a choisi :
- 3 niveaux de contrdles de qualité internes (Niveau 1 et niveau 2 : numération normale > 15 M/ml et 1
niveau avec une numération anormale < 15 M/ml).
- 3 échantillons de patients (couvrant 3 niveaux de concentration).

Le nombre de répétabilité a été défini en raison de la rareté et de l'altération de la qualité des échantillons et
de la disponibilité limitée en tests/réactifs :

- Chaque échantillon a été quantifié 10 fois dans les mémes conditions standardisées sur 'automate.

- Chaque contréle a été quantifié 20 fois dans les mémes conditions standardisées sur I'automate.

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

Nombre CV (%) retenu
de Ecart- CcVv CV (%) par le

valeurs LB type (%) fournisseur laboratoire
(N) (RICOS)

Echantillons Conclusion3

CQ Billes de
contréle
MES 0200
Lot 100219

CQ Billes de
contréle
MES 0200
Lot 100219

20 0 0 0 / 13,4 Conforme

20 48,63 0,77 1,58 / 13,4 Conforme

CQ Billes de
controle
MES 0200
Lot 100219

20 25,62 0,33 1,31 / 13,4 Conforme

Echantillon
1900300978 10 7,41 0,86 11,58 5,2 13,4 Conforme
Niveau Bas

Echantillon
1900367983
Niveau
moyen

10 22,36 0,56 2,52 5,2 13,4 Conforme

Echantillon
1900305823 10 87,97 1,40 1,59 2,1 13,4 Conforme
Niveau Haut

Argumentaire de la conclusion : Les criteres de conformités utilisés sont ceux proposés par la référence
RICOS, les CV du fabricant étant plus sévéres que ceux proposés dans la littérature. lls sont toutefois
présentés a titre indicatif. Résultats conformes.

3
Conforme/non conforme
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FIDELITE INTERMEDIAIRE
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Protocole utilisé ;: Dates différentes, opérateurs différents, méme lot de capillaires (lot: 070818) et méme
instrument (SQAV n°5230).

Pour évaluer la reproductibilité de la méthode, le laboratoire a choisi :
- 2 niveaux de contrbles de qualité interne (Niveau 1 et niveau 2 : numération normale > 15M/ml).
- 2 échantillons de patient (2 niveaux de concentration, 3 opérateurs et capillaires différents)

Chaque controle a été quantifié 20 fois dans les mémes conditions standardisées sur I'automate sur différents
jours.

Nombre CV (%) retenu
= 0,
Echantillons i Moyenne 2L oy CV.(/O) par Ie. Conclusion®
valeurs type (%) fournisseur laboratoire
(\N) (RICOS)
CQ Billes de
contréle
MES 0200 20 48,71 1,98 4,07 / 13,4 Conforme
Lot 100219
CQ Billes de
controle
MES 0200 20 24,87 2,43 9,76 / 13,4 Conforme
Lot 100219
Echantillon
1900367983 3 22,20 069 | 312 3.4 13,4 Conforme
Niveau
moyen
Echantillon
1900339226 3 71,47 1,33 1,86 3.4 13,4 Conforme
Niveau Haut

Argumentaire de la conclusion : Etant donné que le volume d'un éjaculat est limité et que les parametres
spermatiques s’altérent dans le temps, seulement 3 mesures ont été effectuées. Les critéres de conformités
utilisés sont ceux proposés par la référence RICOS, les CV du fabricant étant plus sévéeres que ceux de la
littérature. Résultats conformes.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable X ; non applicable []

Argumentaire de la conclusion: La variabilité inter-opérateur est évaluée par le biais de la fidélité
intermédiaire (cf ci-dessus).

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

Argumentaire de la conclusion : absence de CQI externalisé

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

Cible Cible Biais (%) | Biais (%) /
Valeur
Labo (groupe (toutes / groupe toute
de pairs) | techniques) de pairs technique

Biais (%)

Echantillons limite® Conclusion®

A renseigner pour les contrbles
quantitatifs

Argumentaire de la conclusion : EEQ biologie prospective fait en octobre 2019, en attente des résultats.
Une vérification mensuelle de la concentration est effectuée sur 1 patient en comparaison avec la technique
de référence (technique manuelle) afin de valider le bon fonctionnement de I'appareil. De méme, des billes de
contrdles qualité interne sont passées 1 fois par semaine.
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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

Données Fournisseurs :

Faux positifs

Spécificités : 85 %

Vrais négatifs

Sensibilité : 90 %

Faux négatifs

Données mesurées en comparaison avec méthode
de référence :

Spécificité : 93 %

Sensibilité : 86 %

Afin d’améliorer la sensibilité, la concentration en
spermatozoides est bornée a un seuil de 20,4 M/mL
(valeur seuil normal selon 'OMS 15 M/mL +
incertitude 3,1M/mL + surestimation de l'automate
2,3 M/mL)

Spécificite : 90 %

Sensibilité : 100 %

Argumentaire de la conclusion : Bibliographie : guide d'utilisateur SQA-Vision et étude expérimentale :
résultats conformes avec une concentration en spermatozoides bornée a un seuil de 20,4 M/mL afin
d’assurer la sensibilité de mesure. Conforme aux besoins du service

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

Incertitudes calculées SICErEE R
performances
Mode de calcul (cf. SH GTA 14) : « CIQ + étalon fournisseur » R|C0838707ut1/z;utable :
Quantification de l'incertitude 22.2 MimL + 3,1 soit 14,1 % Conforme
(niveau moyen) : [22,2 spz/ml]
Quantification de l'incertitude ) 0
(niveau haut) : [71,5 spz/mi] 71,5 M/mL + 3,8 soit 5,3 % Conforme

Argumentaire de la conclusion : Incertitude acceptable pour l'interprétation biologique. Conforme aux

besoins du service

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

Limite de détection :

[Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision

. : Conc.Sperm. Mobilite Morph
Type d'echantillon M/ml o, o,
Frais =2 - 400 0-100 2-30
Lave =2 - 200+ 0-100 2-30

Sswim-up, Gradient de
Densite, Congele

Post-Vasectomie - - -

Etude bibliographique

Argumentaire de la conclusion : bibliographie (guide d'utilisateur SQA-Vision. La limite de détection est

pertinente par rapport au besoin du service.
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COMPARAISON DE METHODES :
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Données
bibliographiques
(fournisseurs,
publications,...) :

Guide d'utilisateur SQA-Vision

Méthode précédente,
autre méthode
utilisée dans le
laboratoire, appareil
en miroir ou back-up,
EBMD :

Les résultats obtenus avec I'automate SQA-Vision ont été comparés avec les résultats obtenus
par la méthode manuelle de référence.

Nombre de mesures :

37 échantillons ont été testés

Intervalle de
comparaison adaptée

Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision

L . - Conc.Sperm. | Mobilitg Morph
a l’étendue des Type d'échantillon M/ml % %
mesures du Frais <2 - 400 0- 100 2-30
laboratoire :
Lawvé <2 - 200+ 0 - 100 2-30
Swim-up, Gradient de ~ ~
Densité, Congelé
Post-Vasectomie - -
Méthode Régression linéaire et diagramme des différences

d'exploitation des
résultats :

Biais = 11,91 M/mL pour les valeurs totales
=-2,30 M/mL pour les valeurs < 150 M/ml

Concentration < 14,2 spz/ml
14,2<concentration < 37,8 spz/ml
37,8<concentration < 71,5 spz/ml

300

]
o
o

LIMITE DE SUIVI num bas = = 6,114
LIMITE DE SUIVI num moy = + 12,979
LIMITE DE SUIVI num haute = + 34,782

Différence (M/mL) méthode manuelle - SQA-Vision®

100 101,6
-
o ° . ° "o, 11,9
0 EFas oan 2
— = ]
—s o o
-77,8
100
0 100 200 400

Moyenne (M/mL) méthode manuelle et SQA-Vision®

—— Biais == Limitedagrément95% [E——] Limitede suivi

Equation de la droite
de régression :

Y =0,6152x + 21,789
R =0,93 (Spearman)

Coefficient Kappa = 0,75 avec 91,89% d’accord diagnostic
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350 - y=0,6152x+21,789

N [*5]
192) )
o =)

N
=
=]

SQA-Vision® (M/mL)

R 2 —

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Méthode manuelle (M/mL)

Diagramme des
différences et/ou des
rapports :

Sous-estimation moyenne avec un biais = 11,91 M/mL du SQA-Vision par rapport a la méthode
de référence pour les valeurs 2150 M/ml

Surestimation de l'automate avec un biais = — 2,30 M/mL du SQA-Vision par rapport a la
méthode de référence pour les valeurs <150 M/ml

8 points hors limites de suivi :

- 5 correspondent a une sous-estimation du SQA-Vision, toutes les valeurs sont au-dessus du
seuil de normalité de 'OMS 2010 et n’ont pas d’'impact diagnostique sur le rendu de résultats

- 3 correspondent a une surestimation dont 1 avec un impact sur le diagnostic.

Compte tenu de :

- La surestimation du SQA-Vision de 2,3 M/mL pour une concentration < 150 M/mL

- Llincertitude mesurée a 3,1 M/mL
L’utilisation de I'automate sera bornée pour une valeur basse correspondant au seuil de
normalité a 15 M/mL additionnée a la sous-estimation de I'automate et de son incertitude de
mesure, ce qui correspond a un seuil a 20,4 M/mL %.
Ce seuil nous permet de gagner en sensibilité (100 %).

Argumentaire de la conclusion : L'utilisation de I'automate pour la concentration est bornée a un seuil de
20,4 M/mL. Au-dessus de ce seuil, les deux méthodes sont comparables.

ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)

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

Limite de détection :

Limite de
guantification :

Limite supérieure de
linéarité :

[Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision
L Maobile / Immobile
os . Conc.Sperm. Mobilité Morph MSC PMSC P
Type d'échantillon M/ml a, a, M/ml M/ml / Sperm Total
M/ml
Frais =2 - 400 0 - 100 2-30 <0.2 - 400 0 - 400 -
Lave <2 - 200+ 0 - 100 2-30 <0.2 - 200+ 0 - 200+
Swim-up, Gradient de I .
Densité, Congelé - - <0.2 - 200+ | O- 200+
Post-Vasectomie - - - - - 0 - 400

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

Leucospermie Une détection de la leucospermie est indispensable avant de lancer I'analyse sur
I'automate SQA-Vision® pour adapter I'algorithme de mesure.

Argumentaire de la conclusion: Les échantillons avec une leucospermie ne seront pas testés sur

'automate.
) CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(Etude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X]
Inter échantillon pour les paramétres sensibles (par exemple Ag HBS, BHCG, ...) : NA
Inter réactif si nécessaire (par exemple : LDH et ALAT, cholestérol et phosphate, lipase NA
et triglycérides, ...) :

Argumentaire de la conclusion : NA, pas de contamination inter échantillon possible avec le systeme de

capillaire a usage unique et pas de distribution de réactif

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

Paramétres sensibles testés (t°, pH, position sur NA
un support, ...)

Stabilité des réactifs apres ouverture, embarqués, Notice fournisseur

Argumentaire de la conclusion : bibliographie guide utilisateur SQA-Vision
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expérimentale indispensable en portée B)
Applicable X ; non applicable []

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

Valeurs de référence

ANNEXE 6: Valeurs de référence

normaux

PARAMETRE DU SPERME R Ot SOURCE
Concentration (Compte) =15 M/ml Manuel WHO 5%
Total Mobile (PR+NP) 240 % Manuel WHO 5™
Motilité Progressive (PR) 232 % Manuel WHO 5%
Non-progressive (NP) - -
Immobile (IM) - -
Formes Normales (morphologie) 24% Manuel WHO 5™
Concentration Spermatozoides Maobiles (MSC) =6 M/ml MES
|(:‘Zlc_Jongclinst?:'i‘]'ist,i?Ig|‘4\‘35[Jg)rn'watc:zo'l'df-:s Maobiles =5 M/ml MES
Concentration en Spermatozoides Fonctionnels B B
(FSC)

Vitesse Moyenne Spermatozoides Mobiles (VAP) =5 mic./sec. MES
Indice Mobilité Spermatozoides (SMI) =80 MES
Quantité Totale Spermatozoides =39 M Manuel WHO 5%
Quantité Totale Spermatozoides Mobiles 216 M MES
g%eg:_té;;:sotale Spermatozoides Mobiles 12 M MES
Quantité Totale Spermatozoides Fonctionnels - -

Total de spermatozoides morphologiquement 52 M MES

* Les valeurs de références établies ci-dessus sont basées sur le Manuel de 'OMS : WHO 5%

de MES (pour les paramétres proprigtaires).

ou sur les recommandations

Argumentaire de la conclusion : Les valeurs de référence sont celles définies par les normes de 'OMS

2010.

DECLARATION d’APTITUDE

Autorisée par : H. Pons
Signature H. Pons

Conclusion : méthode conforme, date d’utilisation a définir
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1. Objectifs : compiler les résultats d’une vérification/ validation des méthodes dans le but d’émettre
une conclusion.

Domaine d’application : Processus Analytique
Responsable de I’'application : Biologiste responsable qualité du service

2. Documents de référence :

SH FORM 43 Indice de révision : 01 FICHE TYPE - Vérification (portée A) / Validation (portée B) d'une

méthode de biologie médicale
Guide d’utilisation SQA-Vision® version 105.13.6.

3. Définitions et abréviations : /
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Note : le laboratoire se référera au tableau du § 9 du document Cofrac SH GTA 04 rev 01 pour connaitre les
paramétres a déterminer dans le cadre d'une vérification sur site (portée A) ou d’une validation (portée B) et
complétera une fiche par examen de biologie médicale

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du parameétre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :
Mobilité des spermatozoides (mobilité totale et mobilité progressive)

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

DESCRIPTION DES PROCESSUS
Essa
i
Processus Eléments & vérifier Bibli Modalités de vérification/validation® :
o]
NA
Réalisé E | X 1. Répétabilité
Réalisé E X 2. Fidélité intermédiaire
Réalisé E X 3. Variabilité inter-opérateurs
Pas de CQI externalisé NA | [ 4. Justesse
. Réalisé E X1 5. Exactitude
gﬂoet:#;etgf; des Réalisé B/E | X 6. Sensibilité et spécificité analytique
P Réalisé E | X 7. Incertitudes
(totale et FONTIV
progressive) Rgal!sg B Xl 8. Etendue (_je mesure'
Réalisé E X 9. Comparaison de méthodes
Réalisé B X 10. Interférences
NA NA | [ 11. Contamination
Réalisé B X 12. Robustesse et fiabilité des réactifs
Réalisé B X 13. Intervalle de référence

Pour chaque étape, le laboratoire procedera a la vérification / validation des items attendus, et dupliquera
autant que de besoin les pages 2 a 8 (évaluation des performances de la méthode) du présent document. Si
un autre élément du processus lui semble critique, il devra vérifier / valider cette étape et le préciser dans la
conclusion argumentée. C’est cette vérification qui lui permettra de maitriser ce point critique.

Argumentaire (le cas échéant) : Portée A

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

Le types de vérification (bibliographique ou essais) est a indiquer.

L’absence d’applicabilité de certains items (NA) doit étre justifiée dans le corps du document.
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SOUS-PROCESSUS : Mobhilité des spermatozoides

Portée A X ; Portée B [] (ajustifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Mobilité des spermatozoides

Principe de la Méthode :

Compartiment

1
1
| i

! Micro

1
1
1
de mesure !
1 Processeur
SQA-Vision 1 Détecteur Détectaur DO M‘E"S.'
! d= densité de Conv Propriétés
1 mabilite Algorithmes:
1
1 - %
1
1
! Paramétres
Conv |- échantillon

Canal de mobilité : le déplacement des spermatozoides a travers le faisceau
provoquent des perturbations lumineuses. Ces perturbations sont transformées en
signaux électrigues sous la forme de pics et creux. Les pics des signaux
électriques sont analysés et transformés par le logiciel en résultats de mobilités.

Valtage [voks]
[
——
—
e
—
P ——
=
I
—
——

JH o

06

_—
-
=
—
S~
?‘L
cf‘
=

Signal électronique de la mobilité des spermatozoides

Type d'échantillon primaire :

Sperme

Type de récipient, additifs :

flacon de prélevement stérilisé par ionisation (gamma) de sperme 15ML réf.
CLINISPERM30DM (CML).

Prétraitement de I'échantillon

Traitement de I'échantillon avant analyse AMP-ANA-SPE-MO-002 :

- Liquéfaction a 37°C (au maximum 1H).

- Attendre le retour a température ambiante avant analyse.

Le délai pour exécuter 'ensemble des traitements ne doit pas excéder 1 heure.

Unités :

Mobilité (progressive et non-progressive) en pourcentage :

4 catégories de mobilité des spermatozoides sont distinguées (selon le cahier 42,
bioforma 2009 et OMS 2010) :

- mobiles progressifs (a + b) : mobilité sinusoidale bien rectiligne (a) et trajectoire
irréguliere, plus courte, faiblement/ lentement progressif (b)

- mobiles sur place ou non progressifs (c¢)

- immobiles (d).

Critéres d’interprétation2 :

Mobilité totale (a+b+c) =40 %
Mobile progressive (a+b) =32 %

Marquage CE (Oui/Non) :

Oul

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

Non disponible

Equipement (instrument,
analyseur, etc.) :

SQA-Vision référence MES 01051V n°5230

Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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Référence du réactif :

MS 0700 QwickCheck Test strip
MS 4021 Capillaires
MS 0115 Kit de nettoyage

Matériau d'étalonnage
(références) :

NA

Type d'étalonnage, nombre
de niveaux et valeurs :

Systeme de stabilisation et d’autocalibration a chaque mise sous tension et avant
chaque analyse d’échantillon

MISE EN CEUVRE

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

Julie Kasprzak / Hanae Pons

Procédure de validation/mode
opératoire

DQLAB-ANA-PRO- 001 vérification validation de méthodes de biologie médicale
AMP-ANA-COM-IN-001 VERIFICATION ET VALIDATION DE METHODES

Procédure de gestion de la
portée flexible :

DQLAB-ANA-PR-004 Gestion portée flexible : examen biologie médicale

Période d’étude :

Préciser Du : 14/06/2019 au 19/08/2019

Date de 1 utilisation :

A définir

MAITRISE DES RISQUES

(le laboratoire adaptera les points critiques a maitriser a partir du tableau ci-dessous pour chaque

parametre vérifié/validé)

Matériel
(équipem

(réactifs)

Matériel

Méthode

Main
d’ceuvr

. . Moyens de maitrise (formation du personnel, vérification expérimentale,
Points Eléments . , . . . . :
5M L - jeux d’essai, ...) / Documents (procédure, instruction, enregistrement, ...)
critiques | a maitriser e X
avec les références du SMQ du laboratoire
w
c
o
o E
D ©
s
c O
=2
=}
2
=

Voir DQLAB-SMQ-FO-28-38-ANALYSE DES RISQUES — SUIVI DES PORTEES
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Préciser le type et référence d'échantillon (échantillon contrdle, pool de sérum, ...) : Contr6le et échantillon
de sperme

Protocole : méme essai, méme opérateur, méme lot de capillaire (070818) et méme instrument (SQAV
n°5230)
Pour évaluer la répétabilité de la méthode, le laboratoire a choisi :
- 3 échantillons de prélévement de patients (couvrant 3 niveaux de mobilité).
Le nombre de répétabilité a été défini en raison de la rareté et de I'altération de la qualité des échantillons :
- Chaque échantillon a été quantifié 4 fois dans les mémes conditions standardisées sur 'automate.

REPETABILITE MOBILITE TOTALE
Applicable X ; non applicable (a justifier) []
CV (%) retenu
Nombre
. Ecart- o CV (%) par le .3
Echantillons | de v(z;l\:)eurs Moyenne type CV (%) fournisseur laboratoire Conclusion
(RICOS)

Echantillon

1900377056 4 16,5 1,0 6,1 5 9,2 Conforme
Niveau Bas

Echantillon

2199787 4 34,8 1,0 2,8 5 9.2 Conforme
Niveau
moyen

Echantillon

1900367983 4 52,5 1,7 3,3 5 9,2 Conforme
Niveau Haut

REPETABILITE MOBILITE PROGRESSIVE
Applicable [X ; non applicable (a justifier) []
CV (%) retenu
Nombre
. Ecart- 5 CV (%) par le .4
Echantillons | de v(?\:)eurs Moyenne type CV (%) = & 2 laboratoire Conclusion
(RICOS)

Echantillon Non
1900377056 4 1,3 1,0 76,6 7.5 7.8 conforme
Niveau Bas -
Echantillon

1900367983 4 32,3 1,3 3,9 7.5 7,8 Conforme
Niveau Haut

Echantillon

1900305823 4 37,3 1,0 2,6 7.5 7,8 Conforme
Niveau Haut

Argumentaire de la conclusion : Les criteres de conformités utilisés sont ceux proposés par la référence
RICOS, les CV du fabricant étant plus séveres que ceux proposés dans la littérature (préconisation du
fournisseur). lls sont toutefois présentés a titre indicatif. Un résultat non-conforme pour I'échantillon
1900377056 (niveau bas). Les valeurs étant trés basses et éloignées du seuil de normalité, le calcul du CV
n’était pas adapté. Une corrélation intra-classe a été réalisée a partir de toutes les données de répétabilités
réalisées pour chaque échantillon. Le coefficient de corrélation intra-classe (ICC) est a 0,96, ce qui signifiait

3

Conforme/non conforme
4

Conforme/non conforme
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que les données pour un méme échantillon se ressemblaient a 96 %. Au final, étant donné que la valeur de
1,3% du niveau bas de mobilité progressive était trés inférieure au seuil de normalité de 32 % et sans
ambiguité quant a l'interprétation clinique malgré son CV, et que I'ICC était acceptable, la méthode est jugée
conforme pour la mobilité progressive. Pas d’incidence sur l'interprétation biologique. Résultats conformes.

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

Protocole utilisé : Dates différentes, opérateurs différents, méme lot de capillaires (lot: 070818) et méme
instrument (SQAV n°5230).

Pour évaluer la reproductibilité de la méthode, le laboratoire a choisi :
- 2 échantillons de patient (2 niveaux de mobilité, 3 opérateurs et capillaires différents)

FIDELITE INTERMEDIAIRE MOBILITE TOTALE
Nombre CV (%) retenu
. de Ecart- CV (%) par le . 5
Ee el valeurs A EEITE type GV () fournisseur laboratoire Conclusion
(N) (RICOS)

Echantillon

1900363097 3 49,7 2,1 4,2 5 9,2 Conforme
Niveau moyen

Echantillon

1900329745 3 68,0 1,7 2,5 5 9,2 Conforme
Niveau Haut

FIDELITE INTERMEDIAIRE MOBILITE PROGRESSIVE
CV (%) retenu
Nombre
. Ecart- CV (%) par le .5
Echantillons de v(aNI)eurs Moyenne type CV (%) fournisseur laboratoire Conclusion
(RICOS)

Echantillon

1900363097 3 43,3 1,5 3,5 7,5 7,8 Conforme
Niveau moyen

Echantillon

1900329745 3 48,7 0,6 1,2 7,5 7,8 Conforme
Niveau Haut

Argumentaire de la conclusion : Etant donné que le volume d'un éjaculat est limité et que les parametres
spermatiques s’altérent dans le temps, seulement 3 mesures ont été effectuées. Les critéres de conformités
utilisés sont ceux proposés par la référence RICOS, les CV du fabricant étant plus séveres que ceux de la
littérature. lls sont toutefois présentés a titre indicatif. Résultats conformes.

VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable X ; non applicable []

Argumentaire de la conclusion: La variabilité inter-opérateur est évaluée par le biais de la fidélité
intermédiaire (cf ci-dessus).

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

Argumentaire de la conclusion : absence de CQI externalisé
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EXACTITUDE_ (a partir des contrdles externes ponctuels : EEQ/CNQ)

Contrdles quantitatifs [X] ; Contréles qualitatifs []

Valeur Cible Cible Biais (%) | Biais (%) /
Echantillons (groupe (toutes / groupe toute
Labo . : ! .
de pairs) | techniques) de pairs technique

Biais (%)
limite*

Conclusion®

quantitatifs

A renseigner pour les contrbles

Argumentaire de la conclusion : Les EEQ proposées sont sous la forme de lames virtuelles non exploitables
par le SQA-Vision. Une vérification mensuelle de la mobilité est effectuée sur 1 patient en comparaison avec
la technique de référence (technique manuelle) afin de valider le bon fonctionnement de I'appareil. De méme,

des billes de contrbles qualité interne sont passées 1 fois par semaine.

SENSIBILITE et SPECIFICITE ANALYTIQUE
(étude expérimentale indispensable en portée B)

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

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)

Données Fournisseurs :
Spécificités :

* Mobilité: 80 %

* Mobilité progressive: 80 %
Sensibilité :

+ Mobilité: 85 %

* Mobilité progressive: 80 %

Vrais positifs
Faux positifs
Vrais négatifs
Faux négatifs

Données mesurées en comparaison avec méthode de référence :

Spécificité :

* Mobilité totale: 97 %

* Mobilité progressive: 81 %
Sensibilité :

* Mobilité totale: 83 %

* Mobilité progressive: 67 %

Spécificité : 70 %
Sensibilité : 83 %

Afin d’améliorer la sensibilité, la mobilité progressive est borné a un seuil de 34 % (valeur
seuil normal selon 'OMS 32 % + incertitude 6,2 % + sous-estimation de I'automate 4 %)

Argumentaire de la conclusion : Bibliographie : guide d’utilisateur SQA-Vision et étude expérimentale :
résultats conformes avec un pourcentage mobilité progressive borné a un seuil de 34 % afin d’assurer la
sensibilité de mesure. En dessous de 34 %, la mobilité sera contrblée par la méthode manuelle.

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

Incertitudes calculées SAGENED el
performances
Mode de calcul (cf. SH GTA 14) : « CIQ + étalon fournisseur » Rlcoszzogrgznable :
QL_lantlflcatlon d.e I'incertitude 49.7 % + 6.9 soit 13,8 % Conforme
(niveau moyen) : [49,7 %]
Quantification de l'incertitude o . 0
(niveau haut) : [68,0 %] 68,0 % + 6,5 soit 9,5 % Conforme
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PROGRESSIVE

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

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

Incertitudes calculées

Exigence de
performances

Mode de calcul (cf. SH GTA 14):

« CIQ + étalon fournisseur »

RICOS Souhaitable :

(niveau haut) : [48,7 %]

21,6 %
Quantification de |incertiude 43,3 % £ 6,2 s0it 14,3 % Conforme
Quantification de l'incertitude 48,7 % + 5.6 soit 11,5 % Conforme

Argumentaire de la conclusion : Incertitude acceptable pour l'interprétation biologique. Conforme aux

besoins du service

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

Limite de détection :

[Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision

. . Conc.Sperm. | Mobilitg Morph
Type d'échantillon M/ml % o,
Frais =2 - 400 0 - 100 2-30
Lavé =2 - 200+ 0 - 100 2-30

Swim-up, Gradient de
Densité, Congele

Post-Wasectomie -

Etude bibliographique

Argumentaire de la conclusion : bibliographie (guide d'utilisateur SQA-Vision. La limite de détection est
pertinente par rapport au besoin du service.

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

Données
bibliographiques
(fournisseurs,
publications,...) :

Guide d’utilisateur SQA-Vision

Méthode
précédente,
autre méthode

utilisée dans le Les résultats obtenus avec I'automate SQA-Vision ont été comparés avec les résultats obtenus par

laboratoire, la méthode manuelle de référence.

appareil en

miroir ou back-

up, EBMD :

Nombre de 37 échantillons ont été testés

mesures :

Intervalle de [Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision

comparaison .

PR s - Conc.Sperm. | Maobilitg Morph

adaptée a Type d'échantillon M/ml 3, o,

)

I'étendue des Frais =2 - 400 0 - 100 2-30

mesures du -

laboratoire La\..re . <2 - 200+ 0 - 100 2-30
Swim-up, Gradient de ~ ~
Densité, Congelé
Post-Vasectomie - -

Méthode Régression linéaire et diagramme des différences

d'exploitation des | Biais = -1,2 % pour les valeurs totales

résultats :

Mobilité totale < 49,7 %
49,7 <concentration £ 57,3 %

LIMITE DE SUIVI % bas = + 8,660

LIMITE DE SUIVI % moy = + 10,356
57,3 <concentration < 68 % LIMITE DE SUIVI % haut = + 9,487

81




CLERMONT-FERRAND

MOBILITE DES SPERMATOZOIDES va

DQLAB-ANA-FO-4

Date d’application:

Mobilité totale (%)
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=
-30
o
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Moyenne (%) méthode manuelle et SQA-Vision®

——— Biais [F—4 Limited’agrément95% [F—— Limite de suivi

Equation de la
droite de
régression :

Y =0,4553x + 27,319
R =0,40 (Spearman)
Coefficient Kappa = 0,80 avec 94,6 % d’accord diagnostique

20 -
80 - y=04553%+27,319
70 -
60 -
50

40

30 4

SQA-Vision® (%)

20

10 4

0 : : : : : : : )
00 100 200 200 400 500 600 700 800
Méthode manuelle (%)

Diagramme des
différences et/ou
des rapports :

13 points hors limites de suivi :
- 7 points sous-estimés par le SQA-Vision

- 6 points surestimés par le SQA-Vision dont deux points en désaccord diagnostic

I 'y a pas d’impact diagnostic sur le rendu de résultats en dehors de 2 valeurs

(sensibilité 83 % et spécificité 97 %).
Les deux méthodes sont comparables, et la mobilité progressive sera bornée.
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COMPARAISON DE METHODES : MOBILITE PROGRESSIVE
Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Données
bibliographiques
(fournisseurs,
publications,...) :

Guide d'utilisateur SQA-Vision

Méthode précédente,
autre méthode
utilisée dans le
laboratoire, appareil
en miroir ou back-up,
EBMD :

Les résultats obtenus avec I'automate SQA-Vision ont été comparés avec les résultats obtenus

par la méthode manuelle de référence.

Nombre de
mesures :

37 échantillons ont été testés

Intervalle de
comparaison

[Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision

L, P - Conc.Sperm. | Mobilitg Morph
adaptée a I’étendue Type d'&chantillon M/ml % %
des mes_ures du Frais =2 - 400 0 - 100 2-30
laboratoire :

Laveé <2 - 200+ 0 - 100 2-30

Swim-up, Gradient de ~ ~

Densite, Congelé

Post-Vasectomis - - -
Méthode Régression linéaire et diagramme des différences

d'exploitation des
résultats :

Biais = 4,1 % pour les valeurs totales

LIMITE DE SUIVI % bas = + 11,057
LIMITE DE SUIVI % moy = + 7,746
LIMITE DE SUIVI % haut = + 12,247

Mobilité progressive < 27 %
27 <concentration < 43,3 %
43,3 <concentration < 55,6 %

Mobilité progressive (%)

30

27,1
)
c
5 o
il o
S 20 o
< o
g |, e : D
o . :
T:J 10 @ o o
5 [=]

-]
€ = 4,1
L & ° - oo
2 0
3 ° ° °
£ ° o e o
£
g -10 5
=
2
L °
=
° 20 -18,9
o
10 20 30 40 50 60

Movyenne (%) méthode manuelle et SQA-Vision®

f | Biais [ ] Limite d’agrément 95% [F—— Limite de suivi

Equation de la droite
de régression :

Y =0,6192x + 11,223
R =0,53 (Spearman)
Coefficient Kappa = 0,37 avec 78,4 % d’accord diagnostique
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70 - y=0,6192x+11,223

SQA-Vision® (%)
(V5]
o

™
(=]
1

0 10 20 30 40 50 60 70
Méthode manuelle (%)

Diagramme des
différences et/ou des
rapports :

18 points hors limites de suivi :
- 5 points sous-estimés par le SQA-Vision dont 4 désaccords diagnostic
- 13 points surestimés par le SQA-Vision dont 1 désaccord diagnostic

Compte tenu de :

- La surestimation du SQA-Vision de 4 %

- L’incertitude mesurée a 6,2 %
L’utilisation de I'automate sera bornée pour une valeur basse correspondant au seuil de normalité
a 34 % additionnée a la sous-estimation de 'automate et de son incertitude de mesure, ce qui
correspond a un seuil & 34 %. Ce seuil nous permet de gagner en sensibilité (83 %).

Argumentaire de la conclusion : L’utilisation de I'automate pour la mobilité progressive est bornée a un seuil
de 34 %. Au-dessus de ce seuil, les deux méthodes sont comparables.

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

Limite de [Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision
detection : Type d'échantillon Conc.Sperm. | Mobilité Morph MSC PMSC ng!?nﬁ%mg’l‘cb“e
Limite de M/ml % * M/ml M/mi M/ml
guantification : Frais <2 - 400 0- 100 2-30 <0.2-400 | 0-400
Limite supérieure La\-_ré . <2 - 200+ 0- 100 2-30 <0.2- 200+ | O- 200+
de linéarité : S o |- - -

Post-Vasectomie - - - - - 0- 400

Argumentaire de la conclusion : Guide d'utilisateur SQA-Vision.

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

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)

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

Leucospermie

Une détection de la leucospermie avant de lancer I'analyse sur I'automate SQA-
Vision pour adapter I'algorithme de mesure.

Argumentaire de
'automate.

la conclusion: Les échantillons avec une leucospermie ne seront pas testés sur
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CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)
Applicable [] ; non applicable (a justifier) [X

Inter échantillon pour les paramétres sensibles (par exemple Ag HBS, BHCG, ...):

NA

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

NA

Argumentaire de la conclusion : NA, pas de contamination inter échantillon possible avec le systéme de

capillaire a usage unique et pas de distribution de réactif

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

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position sur un support, ...)

NA

Stabilité des réactifs aprés ouverture, embarqués, ...

Notice
fournisseur

Argumentaire de la conclusion : bibliographie guide utilisateur SQA-Vision

INTERVALLES de REFERENCE et/ou valeurs seuils en fonction des données démographiques (étude
expérimentale indispensable en portée B)
Applicable [X ; non applicable []
Valeurs de référence ANNEXE 6: Valeurs de référence
VALEUR DE
PARAMETRE DU SPERME REFERENCE* SOURCE
Concentration (Compte) =15 M/ml Manuel WHO 5™
Total Mobile (PR+NP) =40 % Manuel WHO 5™
Motilité Progressive (PR) >32 % Manuel WHO 5™
Non-progressive (NP)
Immobile (IM)
Formes Normales (morphologie) =4% Manuel WHO 5%
Concentration Spermatozoides Mobiles (MSC) =6 M/ml MES
Concentration Spermatozoides Mobiles
Progressifs (PMSC) 25 M/ml MES
Concentration en Spermatozoides Fonctionnels
(FSC)
Vitesse Moyenne Spermatozoides Mobiles (VAP) =5 mic./sec. MES
Indice Mobilité Spermatozoides (SMI) =280 MES
Quantité Totale Spermatozoides 239 M Manuel WHO 5%
Quantité Totale Spermatozoides Mobiles 216 M MES
Quantité Totale Spermatozoides Mobiles
Progressifs z12M MES
Quantité Totale Spermatozoides Fonctionnels
Total de spermatozoides morphologiquement
normaux 2 M MES
* Les valeurs de références établies ci-dessus sont basées sur le Manuel de 'OMS : WHO 5™ ou sur les recommandations
de MES (pour les paramétres propriétaires).

Argumentaire de la conclusion : Les valeurs de référence sont celles définies par les normes de 'OMS

2010.

DECLARATION d’APTITUDE

Conclusion : méthode conforme, date d'utilisation a définir

Autorisée par : H. Pons
Signature H. Pons
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1. Objectifs : compiler les résultats d’une vérification/ validation des méthodes dans le but

d’émettre une conclusion.
Domaine d’application : Processus Analytique

Responsable de I’application : Biologiste responsable qualité du service

2. Documents de référence :

SH FORM 43 Indice de révision : 01 FICHE TYPE - Vérification (portée A) / Validation (portée B)

d'une méthode de biologie médicale
Guide d’utilisation SQA-Vision® version 105.13.6.

3. Définitions et abréviations : /
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Note : le laboratoire se référera au tableau du § 9 du document Cofrac SH GTA 04 rev 01 pour connaitre les
paramétres a déterminer dans le cadre d'une vérification sur site (portée A) ou d’une validation (portée B) et
complétera une fiche par examen de biologie médicale

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE

Identification du parameétre (comme identifié dans la liste détaillée des examens) :
Morphologie des spermatozoides

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

DESCRIPTION DES PROCESSUS

Essai
Processus Eléments & vérifier Biblio Modalités de vérification/validation® :
NA
Réalisé E X 1. Répétabilité
Réalisé E X 2. Fidélité intermédiaire
Réalisé E X 3. Variabilité inter-opérateurs
Pas de CQI externalisé NA [ 4. Justesse
Réalisé E Xl 5. Exactitude
Morphologie Réalisé B/E XI 6. Sensibilité et spécificité analytique
des Réalisé E X1 7. Incertitudes
spermatozoides | Réalisé B X 8. Etendue de mesure
Réalisé E X 9. Comparaison de méthodes
Réalisé B X 10. Interférences
NA NA [] 11. Contamination
Réalisé B X 12. Robustesse et fiabilité des réactifs
Réalisé B X 13. Intervalle de référence

Pour chaque étape, le laboratoire procedera a la vérification / validation des items attendus, et dupliquera
autant que de besoin les pages 2 a 8 (évaluation des performances de la méthode) du présent document. Si
un autre élément du processus lui semble critique, il devra vérifier / valider cette étape et le préciser dans la
conclusion argumentée. C’est cette vérification qui lui permettra de maitriser ce point critique.

Argumentaire (le cas échéant) : Portée A

' Note : Pour la vérification/validation de méthodes quantitatives, le renseignement des items 1, 2, 4, 5,
attendu a minima. Pour la vérification/validation de méthodes qualitatives, le renseignement des items 3,

attendu, a minima.

Le types de vérification (bibliographique ou essais) est a indiquer.

7, 8,9, 10, 11, 12 et 13 est
6, 8, 9, 10, 11, 12 et 13 est

L’absence d’applicabilité de certains items (NA) doit étre justifiée dans le corps du document.
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SOUS-PROCESSUS : Concentration des spermatozoides

Portée A X ; Portée B [] (ajustifier)

DESCRIPTION DE LA METHODE

Analyte / Mesurande :

Morphologie des spermatozoides

Principe de la Méthode :

1
i
! Micro

Compartiment

1
1
1
de mesure !
1 Processeur
SQA-Vision 1 Détecteur Détecteur D0 |l M.E.'S.'
1 de densits e Conv Propriétés
1 mobilits Algorithmes
1
1 - %
1
! .
! Parametres
Comi{I oy échantillon
Etape 3

Etude automatique de la morphologie : Possibilité d’obtenir le % de
formes anormales (selon la méthode Kruger)a partir d’une corrélation
avec la mobilité progressive.

Type d'échantillon primaire :

Sperme

Type de récipient, additifs :

Flacon de prélévement stérilisé par ionisation (gamma) de sperme 15ML
réf. CLINISPERM30DM (CML).

Prétraitement de I'échantillon :

Traitement de I'échantillon avant analyse AMP-ANA-SPE-MO-002 :

- Liquéfaction a 37°C (au maximum 1H).

- Attendre le retour a température ambiante avant analyse.

Le délai pour exécuter 'ensemble des traitements ne doit pas excéder 1
heure.

Unités :

pourcentage

Critéres d’interprétation? :

Formes typiques = 4%

Marquage CE (Oui/Non) :

oul

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

Non disponible

Equipement (instrument,
analyseur, etc.) :

SQA-Vision référence MES 01051V n°5230

Référence du réactif :

MS 0700 QwickCheck Test strip
MS 4021 Capillaires
MS 0115 Kit de nettoyage

Matériau d'étalonnage
(références) :

NA

Type d'étalonnage, nombre de
niveaux et valeurs :

Systéme de stabilisation et d’autocalibration a chaque mise sous tension
et avant chaque analyse d’échantillon

Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de I'anticoagulant. Tenir compte du sexe, age...
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MISE EN CEUVRE

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

Julie Kasprzak / Hanae Pons

DQLAB-ANA-PRO- 001 vérification validation de
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE

Protocole utilisé : Dates différentes, opérateurs différents, méme lot de capillaires (lot: 070818) et méme
instrument (SQAV n°5230).

Pour évaluer la reproductibilité de la méthode, le laboratoire a choisi :
- 2 échantillons de prélevements de patients (2 niveaux de forme typique, 3 opérateurs et capillaires
différents)
Le nombre de répétabilité a été défini en raison de la rareté et de I'altération de la qualité des échantillons :
- Chaque échantillon a été quantifié 4 fois dans les mémes conditions standardisées sur I'automate.

REPETABILITE
Applicable X ; non applicable (a justifier) []
No(rjnebre Ecart- CV (%) CV (%) retenu par .
Echantillons Moyenne CV (%) - le laboratoire Conclusion
valeurs type fournisseur
(RICOS)
(N)
Echantillon
1900377056 4 2,0 0,0 0,0 6,5 9,8 Conforme
Niveau bas
Echantillon
1900367983 4 6,3 0,5 8,0 6,5 9,8 Conforme
Niveau moyen
Echantillon
1900305823 4 8,8 0,5 57 6,5 9,8 Conforme
Niveau haut

Argumentaire de la conclusion : Les criteres de conformités utilisés sont ceux proposés par la référence
RICOS, les CV du fabricant étant plus séveres que ceux proposés dans la littérature. lls sont toutefois
présentés a titre indicatif. Résultats conformes

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

Protocole utilisé : Dates différentes, opérateurs différents, méme lot de capillaires (lot: 070818) et méme
instrument (SQAV n°5230).

Pour évaluer la reproductibilité de la méthode, le laboratoire a choisi :
- 2 échantillons de prélevements de patients (2 niveaux de forme typique, 3 opérateurs et capillaires
différents)

Nombre 0
. de Ecart- | CV CV (%) Cv () retenl_J par .5
Echantillons Moyenne . le laboratoire Conclusion
valeurs type (%) fournisseur
(N) (RICOS)
Echantillon Non
1900367983 3 5,3 0,6 10,8 6,5 9,8 —_
i conforme
Niveau Moyen —_—
Echantillon
1900339226 3 11,0 0,0 0,0 6,5 9,8 Conforme
Niveau Haut

Argumentaire de la conclusion : Etant donné que le volume d’un éjaculat est limité et que les parametres
spermatiques s’altérent dans le temps, seulement 3 mesures ont été effectuées. Les critéres de conformités
utilisés sont ceux proposeés par la référence RICOS, les CV du fabricant étant plus sévéres que ceux de la
littérature. lls sont toutefois présentés a titre indicatif. Le CV de niveau moyen de 10,8 % pour un pourcentage
moyen de 5,3% de spermatozoides de forme typique est supérieur au CV RICOS et n’est donc pas conforme.
Toutefois cette valeur est sans ambiguité quant a l'interprétation clinique malgré son CV élevé, toutes les
mesures réalisées étant supérieures au seuil de 4% défini par TOMS 2010. Résultats conformes.

3
Conforme/non conforme
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VARIABILITE INTER-OPERATEURS
Applicable X ; non applicable []

Argumentaire de la conclusion: La variabilité inter-opérateur est évaluée par le biais de la fidélité

intermédiaire (cf ci-dessus).

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

Argumentaire de la conclusion : absence de CQI externalisé

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

Cible Cible Biais (%) Biais (%) /
(groupe (toutes / groupe toute
de pairs) | techniques) de pairs technique

Valeur
Labo

Biais (%)

Echantillons RNV Conclusion®
limite

A renseigner pour les contrdles
quantitatifs

Argumentaire de la conclusion : Les EEQ proposées sont sous la forme de lames virtuelles ou réelles non
exploitables par le SQA-Vision. Une vérification mensuelle de la morphologie est effectuée sur 1 patient en
comparaison avec la technique de référence (techniqgue manuelle) afin de valider le bon fonctionnement de

I'appareil. De méme, des billes de contrbles qualité interne sont passées 1 fois par semaine.

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 Données Fournisseurs :
Faux positifs Spécificités : 90 %
Vrais négatifs Sensibilité : 80 %

Faux négatifs
Données mesurées en comparaison avec la
méthode de référence :

Specificité : 100 %

Sensibilité : 17 %

Afin d’améliorer la sensibilité, le pourcentage de
spermatozoides typiques est borné a un seuil de 9
% (valeur seuil normal selon I'OMS 4% + incertitude
1,9 %+ surestimation de I'automate 2,3 %)
Spécificité : 77%

Sensibilité : 89%

Argumentaire de la conclusion : Bibliographie : guide d’utilisateur SQA-Vision et étude expérimentale :
résultats conformes avec un pourcentage de spermatozoides typiques borné a un seuil de 9 % afin d’assurer
la sensibilité de mesure. Une vérification systématique est réalisée en méthode manuelle pour le calcul du

TZI.
INCERTITUDE DE MESURE (niveaux, choix du mode de calcul, interprétation) :
Méthodologie choisie : analyse des risques (absence d’interférence résiduelle) [] ; calcul X
. . Exigence de
Incertitudes calculées performances
Mode de calcul (cf. SH GTA 14) : « CIQ + étalon fournisseur » RICOSZSéo;rgzltable :
Quantification de l'incertitude o . o
(niveau moyen) : [5.3 %] 5,3 % + 1,9 soit 35,8 % Non conforme
Quantification de l'incertitude , o
(niveau haut) : [11,0 %] 11,0 + 1,5 soit 13,6 % Conforme

Argumentaire de la conclusion: L'utilisation de I'automate est bornée pour un seuil a 9 %. Incertitude

acceptable pour l'interprétation biologique Conforme aux besoins du service.
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Applicable X ; non applicable []

LIMITE DE DETECTION (étude expérimentale indispensable en portée B)
(étude expérimentale possible si pertinente en portée A)

Limite de détection : Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision
v - Conc.Sperm. | Mobilitg Morph
Type d'échantillon M/ml a, o,
Frais <2-400 0 - 100 2-30
Lavé <2-200+ | 0-100 2-30

Swim-up, Gradient de
Densité, Congelé

Post-\Vasectomie

Argumentaire de la conclusion : bibliographie (guide d’utilisateur SQA-Vision). La limite de détection

pertinente par rapport au besoin du service.

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

Données
bibliographiques
(fournisseurs,
publications,...) :

Guide d'utilisateur SQA-Vision

Méthode
précédente,
autre méthode
utilisée dans le Les résultats obtenus avec I'automate SQA-Vision ont été comparés avec les
laboratoire, résultats obtenus par la méthode manuelle de référence.
appareil en
miroir ou back-
up, EBMD :
Nombre d_e 37 échantillons ont été testés
mesures :
Intervalle de [Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision
comparaison . .
adapF;ée a Type d'échantillon ;?E_Ii'“'perm' :?b'hte ﬁ:'ph
I’étendue des Frais <2 - 400 0-100 2-30
mesures du
laboratoire Lave <2 - 200+ 0-100 2-30

Swim-up, Gradient de

Densité, Congelé ) )

Post-WVasectomie - - -
g/!gth?g'?at'on de Régression linéaire et diagramme des différences

, xplortati S | Biais = -2,3 % pour les valeurs totales
résultats :
Forme typique < 5,3 % LIMITE DE SUIVI % moy = * 2,449
5,3 < forme typique < 10,3 % LIMITE DE SUIVI % haut = + 3,464

est
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Equation de la
droite de
régression :

Y =0,6152x + 21.789
R =0,71 (Spearman)
Coefficient Kappa = 0,22 avec 64,7 % d’accord diagnostique
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Diagramme des
différences et/ou
des rapports :

19 points hors limites de suivi :

- 4 points sous-estimés par le SQA-Vision

- 15 points surestimés par le SQA-Vision dont 11 points en désaccords avec

le diagnostic rendu par la méthode manuelle de référence

Compte tenu de :

- La surestimation du SQA-Vision de 2,3 %

- Llincertitude mesurée a 1,9 %
L'utilisation de I'automate sera bornée pour une valeur basse correspondant au seuil
de normalité & 4 % additionnée a la surestimation de l'automate et de son
incertitude de mesure, ce qui correspond a un seuil a 9 %.
Ce seuil nous permet de gagner en sensibilité (89 %).

Argumentaire de la conclusion : L'utilisation de I'automate pour la morphologie est bornée a un seuil de 9
%. Au-dessus de ce seulil, les deux méthodes sont comparables.
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ETENDUE DE MESURE (étude expérimentale indispensable en portée B)

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour :

troponine, micro albumine, plaquettes, PSA, TSH, ...)

Applicable X ; non applicable (a justifier) []

Limite de
détection :
Limite de
guantification :
Limite
supérieure de
linéarité :

[Résultat de la gamme obtenu sur SQA-Vision
s Mabile / Immobile
. - Conc.Sperm. | Mobilitg Morph MSC PMSC P—
Type d'échantillon M/l o o Miml M/ml LjﬁﬁlmTotal
Frais =2 -400 0 - 100 2-30 <0.2 - 400 0 - 400
Lavé <2 - 200+ 0 - 100 2-30 <0.2 - 200+ 0 - 200+
Swim-up, Gradient de P .
Densité, Congelé B B <0.2-200+ | 0-200+
Post-Vasectomie - - - - 0- 400

Argumentaire de la conclusion : Guide d’utilisateur SQA-Vision.

INTERFERENCES (étude expérimentale indispensable en portée B)

Applicable X ; non applicable (a justifier) []

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

Leucospermie

pour adapter I'algorithme de mesure.

Une détection de la leucospermie avant de lancer I'analyse sur 'automate SQA-Vision

Argumentaire de la conclusion: Les échantillons avec une leucospermie ne seront pas testés sur

'automate.

CONTAMINATION (étude expérimentale indispensable en portée B)

Applicable [] ; non applicable (a justifier) X

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)

BHCG, ...) :

Inter échantillon pour les paramétres sensibles (par exemple Ag HBS,

NA

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

NA

Argumentaire de la conclusion : NA, pas de contamination inter échantillon possible avec le systeme de
capillaire a usage unique et pas de distribution de réactif

ROBUSTESSE et STABILITE des REACTIFS
(étude expérimentale indispensable en portée B)

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

(étude expérimentale possible si pertinente en portée A pour les paramétres sensibles)

Parameétres sensibles testés (t°, pH, position sur un support, ...)

NA

Stabilité des réactifs aprés ouverture, embarqués, ...

Notice fournisseur

Argumentaire de la conclusion : bibliographie guide utilisateur SQA-Vision
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expérimentale indispensable en portée B)
Applicable X ; non applicable []

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

Valeurs de référence

ANNEXE 6: Valeurs de référence

PARAMETRE DU SPERME RVEAFIEElléI:(?EE* SOURCE
Concentration (Compte) =15 M/ml Manuel WHO 5™
Total Mobile (PR+NP) 240 % Manuel WHO 5™
Motilité Progressive (PR) =32 % Manuel WHO 5™
Mon-progressive (NP) - -
Immobile (IM) - -
Formes Normales (morphologie) =4% Manuel WHO 5™
Concentration Spermatozoides Mobiles (MSC) =6 M/ml MES
gf;‘;;:lirgi?;i?SMS£g)rmatozo'|'des Mobiles =5 M/ml MES
Concentration en Spermatozoides Fonctionnels _ _

(FSC)

Vitesse Moyenne Spermatozoides Mobiles (VAP) 25 mic./sec. MES
Indice Mobilité Spermatozoides (SMI) =80 MES
Quantité Totale Spermatozoides =39 M Manuel WHO 5%
Quantité Totale Spermatozoides Mobiles =16 M MES
g%aérlwggii;l;otale Spermatozoides Mobiles >12 M MES
Quantité Totale Spermatozoides Fonctionnels - -

Total de spermatozoides morphologiquement 59 M MES

normaux

* Les valeurs de références établies ci-dessus sont basées sur le Manuel de I'OMS : WHO 5* ou sur les recommandations

de MES (pour les paramétres proprigtaires).

Argumentaire de la conclusion : Les valeurs de référence sont celles définies par les normes de 'OMS

2010.

DECLARATION d’APTITUDE

Signature H. Pons

Autorisée par : H. Pons

Conclusion : méthode conforme, date d’utilisation a définir

96




(Conseil national de I’ordre des médecins

SERMENT D'HIPPOCRATE

Au moment d’étre admis(e) a exercer la médecine, je promets et je jure d’étre fidele
aux lois de I’'honneur et de la probité.

Mon premier souci sera de rétablir, de préserver ou de promouvoir la santé dans
tous ses éléments, physiques et mentaux, individuels et sociaux.

Je respecterai toutes les personnes, leur autonomie et leur volonté, sans aucune
discrimination selon leur état ou leurs convictions. Jinterviendrai pour les protéger
si elles sont affaiblies, vulnérables ou menacées dans leur intégrité ou leur dignité.
Méme sous la contrainte, je ne ferai pas usage de mes connaissances contre les lois
de I'humanité.

Jinformerai les patients des décisions envisagées, de leurs raisons et de leurs
conséquences.

Je ne tromperai jamais leur confiance et n’exploiterai pas le pouvoir hérité des
circonstances pour forcer les consciences.

Je donnerai mes soins a l'indigent et a quiconque me les demandera. Je ne me
laisserai pas influencer par la soif du gain ou la recherche de la gloire.

Admis(e) dans l'intimité des personnes, je tairai les secrets qui me seront confiés.
Recu(e) a l'intérieur des maisons, je respecterai les secrets des foyers et ma
conduite ne servira pas a corrompre les meeurs.

Je ferai tout pour soulager les souffrances. Je ne prolongerai pas abusivement les
agonies. Je ne provoquerai jamais la mort délibérément.

Je préserverai l'indépendance nécessaire a I'accomplissement de ma mission. Je
n‘entreprendrai rien qui dépasse mes compétences. Je les entretiendrai et les
perfectionnerai pour assurer au mieux les services qui me seront demandés.

J'apporterai mon aide a mes confreres ainsi qu’a leurs familles dans I'adversité.

Que les hommes et mes confreres m’accordent leur estime si je suis fidele a mes
promesses ; que je sois déshonoré(e) et méprisé(e) si j'y manque.
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SERMENT D'HIPPOCRATE

En présence des Maitres de cette FACULTE et de mes
chers CONDISCIPLES, je promets et je jure d'étre fidele aux
lois de I'Honneur et de la Probité dans l|'exercice de la

Médecine.

Je donnerai mes soins gratuits a l'indigent et je n'exigerai
jamais un salaire au-dessus de mon travail. Admis dans
I'intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s'y
passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés et
mon état ne servira pas a corrompre les moeurs ni a favoriser

le crime.

Respectueux et reconnaissant envers mes MAITRES, je
rendrai a leurs enfants l'instruction que j'ai recue de leurs

peres.
Que les HOMMES m'accordent leur estime si je suis

fidele a mes promesses. Que je sois couvert d'OPPROBRE et

méprisé de mes confreres si j'y mangue.
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Automatisation du spermogramme-spermocytogramme : caractérisation de la
performance et validation de méthode du SQA-Vision®

Introduction : L’infertilité masculine s’explore par un spermogramme-spermocytogramme.
Mais cet examen est lié a une variabilité intra et inter-laboratoire qui améne a s’intéresser a
I’'automatisation.

Objectif de |"étude: Caractérisation des performances de l'automate SQA-Vision® et
validation de la méthode d’automatisation du spermogramme-spermocytogramme.

Matériels et méthodes : Aprés avoir caractérisé la performance de |'automate par la mesure
de répétabilité et de la fidélité intermédiaire sur plusieurs niveaux, une vérification de
méthode a été réalisée par comparaison avec la méthode manuelle de référence accréditée
depuis 2015. Pour cela 37 échantillons ont été analysés pour la concentration de
spermatozoides, les mobilités spermatique totale et progressive, et la morphologie typique
spermatique (automate versus technique manuelle) et 59 ont été inclus pour I'analyse de la
leucospermie (bandelette versus technique manuelle).

Résultats : Les coefficients de variations de la répétabilité et de la fidélité intermédiaire de
I'automate étaient conformes aux besoins du service. Nous avons mesuré une concordance
excellente pour la concentration (Lin=0,84), moyenne pour la mobilité totale (Lin=0,52) et
progressive (Lin=0,55). L’accord diagnostique était acceptable pour la mobilité totale
(Kappa=0,75) mais non pour la mobilité progressive (Kappa=0,37). Quant a la morphologie,
elle présentait une concordance moyenne ainsi qu’un accord diagnostique faible
(Kappa=0,22). Les bandelettes ont montré une bonne sensibilité (83,3%) et spécificité
(95,7%) pour détecter une leucospermie. L'utilisation du SQA-Vision® a été bornée pour les
échantillons de spermes présentant un test de bandelette négatif, une concentration de
spermatozoides supérieure a 20,4 M/mL, une mobilité spermatique progressive supérieure a
34 % et une morphologie spermatique typique supérieure a 9%.

Discussion/Conclusion : Le SQA-Vision® peut étre utilisé en Spermiologie Diagnostique dans
les limites définies par notre validation de méthode. Sa mise en place est, toutefois, a
combiner avec la méthode manuelle.

Mots clés : Spermogramme-spermocytogramme, méthode automatisée, méthode manuelle,
SQA-Vision®, technologie




