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Accréditation, les echéances sont connues:

« Ordonnance du 13 janvier 2010 relative a la biologie
médicale

« Code de la Sante Publique: Art. L 6221-1 « Un
laboratoire de biologie médicale ne peut réaliser
d’examen de biologie médicale sans accréditation »

« Accréditation délivrée par le COFRAC selon la
Norme NF EN ISO 15 189

 Arrété du 17 octobre 2012

« Loin® 2013-442 du 30 mai 2013: accréditation sur
50% des examens (1/11/2016), 70% (1/11/2018) et
enfin 100% (1/11/2020)



Cas ou la détermination de la CMI est

considérée comme un examen / NABM

« Cas general s’applique aux infections systémiques
et comprend I’étude au minimum de deux
antibiotiques : codes 5278, 5279

 NB: la NABM mentionne que la détermination de la
CMI doit étre effectuée en utilisant une gamme
comportant au minimum une série de 10
concentrations.

« Cas de Streptococcus pneumoniae avec une gamme
de concentration adaptée a la mise en évidence
d’une diminution de sensibilité aux béta-lactamines:
code 5290



Cas des hemocultures: codes 5219 et 5220

« Cotations supplémentaires a son initiative:

- Etude de la sensibilité aux antibiotiques: bacterie
aerobie (code 0269), bactérie anaérobie (code 0270).

* Note: il ne peut étre coté plus de deux
antibiogrammes




Sinon 'antibiogramme integré dans I’examen
bactériologique: processus complexe




Norme NF EN ISO 15189 (2012): contenu

« Examen: ensemble des opérations destinées a determiner la
valeur ou les caractéristiques d’une propriété »

« « Notel: dans certaines disciplines (par exemple la
microbiologie), un examen correspond a la totalite des essais,
des observations ou mesures effectuées »

 Examens microbiologiques: actes medicaux, démarche
diagnostique, thérapeutique, préventive ou épidemiologique.

* Objectifs: mettre en evidence le/les microorganisme(s)
iImpliquée(s) et le cas échéant I’antibiogramme.

« Prealable: sélection des bactéries a étudier, criteres a définir.

« Choix des méthodes d’antibiogramme.

« |dentification bactérienne est requise.



Méthodes de détermination de la sensibilité

aux antibiotigues: methode de reférence

« Méthode de référence: détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI).

 Meéthode internationale de réféerence: microdilution
(Norme ISO 20776-1/2) pour les bactéries non
exigeantes a croissance rapide.

« Recommandations: américaines du Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) , européennes
de ’European Commitee on Antimicrobial
Suseptibility Testing (EUCAST) et France Comité
Francais de I’Antibiogramme de la Société Francaise
de Microbiologie (CA-SFM).

- Méthodes utilisées en routine doivent étre correlées.
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CA-SFM / EUCAST 2014: recommandations,

114 pages et 5 chapitres

 1- Determination de la sensibilitée aux antibiotiques:
données techniques pour la réalisation des
antibiogrammes.

« 2- Résistances naturelles aux antibiotiques des
principales espéces bactériennes d’intérét médical:

« 3- Concentrations critiques PK/PD non reliées a une
espece:

« 4- Tableaux des concentrations critiques pour
I'interprétation des CMI et des diametres des zones
d’inhibition:

* 5- Antibiogramme veétérinaire du comite de
I’antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie:



Conditions technigues modifiées de maniere

Importante:

* Milieux (géloses et bouillons) : Mueller-Hinton (M-H) et MH au
sang de cheval défibriné et additionne de béta-NAD (MH-F)

« Condition d’utilisation des milieux en fonction des espéces

* Préparation de I'inoculum : 0,5 McFarland pour toutes les
bacteries

* Inoculation des géloses : uniguement par écouvillon dans les
15 min. sans jamais depasser 60 min.

* Dépot des disques : dans un délai de 15 min.

« Incubation des boites de Petri : de 16 a 20 heures a 35 = 1° C
(£ 4a6 % CO2), le nombre de boites par pile doit étre trace

« Lecture des boites apres incubation de 16 a 20 h

- Mesure des zones d’inhibition et catégorisation clinique: boite
a 30 cm de I’eeil, fond noir et lumiere réfléchie sauf Staph. /Péni
en lumiére transmise.......



Conditions technigues modifiées de maniere

Importante = dossier de vérification
L lisatior

Controble de qualité: 7 souches a utiliser en routine, souches
parfois différentes /CA-SFM 2013 comme S aureus,
Pneumocoque et avec de nouvelles especes

Milieux: pH a vérifier entre 7.2 et 7.4, épaisseur 4mm =+=0.5,
verifier la fertilité des nouveaux lots

Charge des disques parfois difféerentes en fonction des
especes: exemple pipéracilline entérobacteries ( 30)
acinétobacter (100) ....

Absence de diametres critiques pour certaines molécules:
exemple Staphylocoque et Pristinamycine .....




Avant-propos CA-SFM/EUCAST: 2014 page 2

 Le CA-SFM informe que les
recommandations 2013 du CA-SFM et 2014
sont « opposables » vis-a-vis de
I’accreditation jusqu’au 30 juin 2015.

* Apres cette date, seul le CA-SFM/EUCAST le

sSera.
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L'exemple de I'antibiogramme

= Unrésultat d'antibiogramme résulte d'un processus complexe

Etude distribution CMI J diametres
Amont

Données pharmacologigues Comités francais [/

Etudes bactério- IZ|IF|IE:|L.IE5 [succes J echec ) Europeen
Ua raibilite statlsthuedes mesures

Antibiogramme au laboratoire Var Ebl? m?s bres
(CMI, diametre)

Categorisation (5, |, R)

Interprétation du résultat



Norme NF EN ISO 15189 (2012): contenu

« « Note 2: les examens de laboratoire qui déterminent une
valeur d’une propriété sont nommés quantitatifs; ceux qui
déterminent les caractéristiques d’une propriété sont nommeés
qualitatifs ».

* Les mesures, diametres ou CMI sont interprétées en S,l ou R:
de ce fait les techniques d’antibiogramme sont a considérer
comme des examens qualitatifs.

 Donnée importante pour les dossiers de validation des
meéthodes: SH GTA 04 et Fiche Type Qualitatif SH FORM 44.

* « Gestion du systeme d’information: chapitre 5.10.3 »

* Les systemes experts: rendus indispensables du fait de la
complexité des phénomenes observés, attention a la mise en
place et aux mises ajour.
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BAG

Portée/SH INF 50 et SH REF 08 (A/B):

Sous-domaine: Microbiologie- Famille:

Tout
échantillon
biologique
d’'origine
humaine
Dispositifs
implantables

Culture
bactérienne

ayA

Dosage
microbiologique
des
antibiotiques
Etude
gualitative et
guantitative de
la sensibilité
aux
antibiotiques
Type:
antibiogramme
standard par
diffusion,
détermination

Méthode de type
gualitatif et quantitatif
Méthode de diffusion
en gradient de
concentration en
milieu gélosé
Inhibition de
croissance en
présence d'une
certaine concentration
d’antibiotique(s),
apres incubation
Inhibition de
croissance en milieu
liguide en présence

Méthodes
reconnues
adoptee

(A)
Méthodes
reconnues,
adaptees
ou
developpéee

s(B) (**)

Exemple:
CMI, E-
test



Validation : SH GTA 04 et SH FORM 44

 1-Methodes en place depuis plusieurs mois, parfois années:
dossier a établir a partir des données accumulées, exploitation
des CIQ et EEQ qui rendent compte de la reproductibilité et de
I’exactitude.

« 2-Nouvelle méthode: doit étre évaluée et donner des résultats
satisfaisants avant utilisation.

- Méthode reconnue (DM-DIV marque CE) adoptee: verification
sur site

-Verification sur site: essais de reproductibilité sur un nombre
limité de souches ( souches CIQ) et de comparaison de
resultats avec la technique en place sur sélection de souches
représentatives ( SARM, EBLSE, EPC, ERV...... ).

- Remplir une fiche SH FORM 44: par méthode d’antibiogramme.



Remplir une fiche SH FORM 44 par technique:

« Description de la methode:

-Analyte/Mesurande: souche bactérienne, détermination de la
sensibilité aux antibiotiques

- Principe de la mesure: méthode automatisée ou manuelle de
type qualitatif

- Méthode de la mesure: inhibition de la croissance en milieu
liguide ou solide en présence de difféerentes concentrations
d’antibiotiques apres incubation, marquage CE (oui).

 Mise en ceuvre: définir les opérateurs habilites, le protocole, la
période, prévoir la date de mise en service apres validation.

- Malitrise des risques: diagramme de causes et effets d’lshikawa

« Causes des variations nombreuses: resumeées par la méthode
des 5 M



Maitrise des risques/ Antibiogramme

Techniques, consommables, milieux,

reactifs, pratigues
|
Bactérie | ain d’oeuvre Milieu
- | Environnement
choisie i Personnel
|
|
i >
i o Méthode:
. Matiere: souche, L
| L Materiel :automate
| réactifs .
| Ou non
|
|
|

J+1 Phase analytique J+2/3

Diaﬂramme d’Ishikawa



Evaluation des performances de la méthode:

« Cas portée A: vérification sur site méthode adoptée CE IVD

Spécificite Oui
Sensibilité Oui

Contamination entre échantillons OQui

Stabilité des réactifs Oui
Robustesse Oui
Comparaison avec méthode de Oui
référence

Comparaison avec méthode du Oui
laboratoire

Conclusion sur ’aptitude

Non

Non

Qui sirisque
Non

Non ou OUI
Non

Oui si
possible

Oui



Verification en 4 étapes: SH GTA 04

« 1-Bibliographie: documents CA-SFM et EUCAST, ouvrage
« L'antibiogramme » ESKA et QUAMIC/SFM.

e 2-Maitrise des risques: voir QUAMIC

« 3-Détermination des criteres de performance et limites
d’acceptabilité: les intervalles de réference des materiaux de
réeférence (souches ATCC) sont ceux de 'lEUCAST

« -exploitation en concordances categorielles (CC) (S,l ou R) et
DTM, DM et dm

 -ouconcordances essentielles (CE), diametre ou CMI,
pourcentage de CMI variant au plus d’'une dilution de raison
2/methode de référence

» -criteres: exigence FDA ,CC et CE 2 90% avec DTM <1.5 %, DM
<3% et dm <10%.



Verification en 4 etapes: SH GTA 04 suite

« 4-Verification expérimentale sur site: selon la procédure éetablie
par le LBM avec exploitation des résultats et conclusion sur
I'aptitude de la méthode:

« -repétabilité: non a priori sauf si la diffusion est nouvellement
implantée dans le laboratoire: but maitrise de I'inoculum

- -fidelité intermeédiaire: CIQ quotidien pendant 20 jours/criteres
EUCAST exploitation en concordances essentielles

« - approche de I’exactitude: exploitation des EEQ et sur sélection
de souches représentatives ( SARM, EBLSE, EPC, ERV...... )
exploitation en concordances catégorielles

« -comparaison de methodes: avec méthode en vigueur
« - contamination: habilitation du personnel

* -robustesse: en cas de modification des exigences EUCAST: duree
d’incubation par exemple
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Nouvelles exigences norme NF EN ISO 15189

(2012): reactifs , essais d’acception

« 5.3.2.3: Chaque nouvelle formulation de trousse de réactif
préts a ’emploi résultant de modification de réactifs ou de
proceédure, un nouveau lot de fabrication ou une nouvelle
expedition doit étre vérifiée en termes de performance avant
leur utilisation »

« 5.3.2.7: les enregistrements doivent étre
conserveés.....confirmant... I'aptitude ....de performance... »

Conséquences: realiser les contrboles nécessaires avant
utilisation, idealement a réception




Methodes manuelles : ex. 14 disques et 1
milieu = 15 reactifs

Bésics P=gea BU i noembes O




Tracabilité et essal pour chaque lot:
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Tests de sensibilité a partir de liquides

biologiques:

» Légitime dans les cas d’urgence ou la vie du patient est
menacee: septicémie, méningite.

* Tenter d’obtenir un antibiogramme directement a partir du
prélevement avec examen direct positif (voire identification
connue): hémocultures, LCR par exemple.

 Conditions de réalisation éloignées des conditions standards:
charge d’inoculum, pureté

* Pratique non validée par les fournisseurs et LEUCAST

« Validation en interne nécessaire: portée B




Conclusion:

* Antibiogramme issu d’un processus complexe: résultante
composite de plusieurs résultats issus de plusieurs méthodes
choisies en fonction de chaque couple bactérie-antibiotique et
d’une « lecture interprétative » comportant une part de
subjectivité.

« Veérification des methodes: approche privilégiant I’analyse des
risques, les programmes de contréle de qualité, I’évaluation
des compétences des personnels concernés.

 RoOle primordial du microbiologiste: traitements des
échantillons, critéres d’interprétation conduisant a la
realisation des antibiogrammes, connaissance des
recommandations, les choix des methodes, expertise et
validation du résultat

- Etape postanalytique: avec le conseil thérapeutique



Tout ce qui est simple est faux et tout ce qui
est complexe est inutilisable: Paul Valéry




