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	EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE :

RECHERCHEMYCOLOGIQUE PAR UN EXAMEN MICROSCOPIQUE DIRECT 

METHODE QUALITATIVE et QUANTITATIVE: 

à l'état frais et/ou après préparation : concentration (centrifugation), fixation, coloration, culture, marquage 

 (hors colorations spécifiques Pneumocystis jirovecii)




Mise en évidence de levures et de filaments mycéliens
L’examen direct d’un prélèvement biologique comprend, 

- Un examen à l’état frais entre lame et lamelle dans divers liquides de montage: sérum physiologique, KOH, liquide de coloration : noir chlorazol, calcofluor
- Un scotch-test pour la recherche de mycose cutanée  

- Pour les prélèvements profonds  une coloration permanente de type May Grunwald Giemsa (MGG), GRAM   

Une appréciation quantitative des éléments fongiques figurera sur le résultat rare , quelques , nombreux .
Pour les urines une numération des levures /mL sera effectuée
.

En cas de suspicion de mycétomes fongique recherche de grains  

	DESCRIPTION DE LA METHODE



	Analyte/Mesurande :


	Analyse au microscope optique :

· Identification des éléments fongiques 

 appréciation quantitative : nombreux, rares..

	Principe de la Mesure :
	Microscopie optique

	Méthode de mesure :
	Lecture de lames à l’état frais et colorées au MGG+XXX

	Type d'échantillon primaire (urine, sang, …) : 
	Tout prélèvement biologique nécessitant un examen mycologique

	Type de récipient, Additifs (tubes, …) :
	Urines : Tube avec conservateur (boraté), flacon stérile sans additifs

Autres prélèvements: flacon stérile, écouvillon, 
milieu de transport 

	Prétraitement de l'échantillon (centrifugation, dilution, …) :
	Liquides LCR, liquide pleural, péricardique, ascite,  LBA: centrifugation +/-cytocentrifugation avant coloration

Biopsies cutanée, osseuse, tissu, ganglion : broyage 

Autres prélèvements : non

	Unités : 
	Levures dans les urines /mL

	Intervalles de référence
 :
	Identification morphologique et appréciation quantitative des éléments fongiques présents
seuil variable en fonction des examens

	Marquage CE (Oui/Non) :
	oui

	Instrument (analyseur automatique, etc.) :
	Microscope objectif 10, 50, 100

	Matériau d'étalonnage (références)/ Raccordement métrologique :
	aucun

	Type d'étalonnage, nombre de niveaux et valeurs :
	aucun

	
	

	
	

	MISE EN OEUVRE



	Opérateurs (Habilitation) :


	Tous les techniciens habilités au poste

Technicien référent : xxxx

	Procédure de validation :
	inscrire le Numero de la procédure 

	Procédure de gestion de la portée flexible :
	inscrire le Numero de la procédure

	Type de portée
	A 

	Période d’évaluation :
	xxx

	Autorisation par :
	Biologiste référent


	MAITRISE DES RISQUES 

Phase préanalytique

	Type de risque
	Points critiques à maîtriser 
	Modalités de maîtrise et documentation

	Matériel
	Qualité des flacons de recueil avant utilisation 


	Choix des récipients primaires :

- stérilité (gestion des dates de péremption) 

- étanchéité

- adapté au prélèvement et à l’analyse réalisée quantité suffisantes > bactério
Urines : utilisation de tubes avec ou sans conservateur (T ambiante < 2h) 

	
	Conformité de la demande : 

• identité du patient

• informations cliniques

	- Contrôle à la réception avec critères d’acceptabilité définis

- Traçabilité du préleveur et du prescripteur

	Matière
	Qualité de l’échantillon
	- Non conformité en cas de quantité insuffisante et commentaire adapté sur les réserves à avoir sur le résultat

	
	Qualité de l’échantillon : contamination lors du prélèvement


	- Procédure diffusée connue et appliquée (manuel des prélèvements)

- Commentaire biologique sur le résultat final en cas de contamination avérée après interprétation de la culture ( peau-phanères, crachats)

	
	Délai entre réception du prélèvement et examen microscopique le plus rapide possible…

	- Non conformité en cas de délai dépassé

- Procédure de gestion des examens urgents diffusée et appliquée (LCR)
- Acheminement des prélèvements : 

  • LCR : sans délai (délai maximum à

    définir pour chaque laboratoire)

autres liquides :< 2H à température ambiante sans conservateur

Urine sans conservateur : 24h entre 2 et 8°C

Urine sur conservateur (tube boraté) : 48h à température ambiante

-Autres échantillons biologiques : A définir dans chaque mode opératoire au regard des référentiels et des milieux de transport utilisés.

	Main d’oeuvre 


	Compétence du préleveur (et du patient pour le recueil d’urine) 

Compétence des responsables de l’enregistrement et de la réception des prélèvements
	- Préleveur : connaissance du manuel de prélèvement

- Patient informé par une fiche d’instruction pour le recueil d’urines (LBM privés et  consultation externe)

Formation et habilitation du personnel (préleveurs, responsables de la réception, de l’enregistrement)

	Méthode
	Antisepsie du site de prélèvement

Méthode de prélèvement


	- Recommandations d’antisepsie  figurant sur le manuel de prélèvement

- Procédure de prélèvement diffusée, connue et appliquée 

	Milieu
	Conditions de stockage des récipients 
	stockage des récipients adapté aux recommandations des fournisseurs


	MAITRISE DES RISQUES

Phase analytique (examen direct, mise en culture)



	Type de risque
	Points critiques à maîtriser
	Modalités de maîtrise et documentation

	Main d’œuvre


	Mise en oeuvre et lecture microscopique des colorations :

appréciation quantitative 

morphologie 


	- Formation, habilitation, maîtrise des compétences 

Vérification des compétences  une habilitation des techniciens à la lecture d’au moins 10 lames correspondant à des examens représentatifs de l’activité du laboratoire: 
Ex : expectorations, LCR, urines, ponctions et/ou LCR en fonction du recrutement du laboratoire
Utilisation des CIQ et EEQ disponibles pour l’habilitation
- Connaissance des modes opératoires 

	
	- Connaissance des risques de contamination
Du Personnel et du prélèvement
	Préparation des lames sous PSM respecté pour les prélèvements précieux (LCR, synovial, os)

Formation à la gestion du risque biologique

	Matière
	Matériau de référence (témoins)
	-CQI et EEQ pour colorations 
- CIQ : 1 fois/mois
- Faire des contrôles de colorations  mensuels ou par jour ou à chaque série (notion de série à définir par chaque LBM)  ou après changement de bac de coloration 

	matériel
	Petit matériel (lames, ose)
	- Marquage CE

- Matériel à usage unique

	
	PSM II

(maitrise du risque de contamination du personnel et du prélèvement)
	- Contrat de maintenance 

- Procédure d’utilisation et de

 nettoyage des PSM

-Maintenance annuelle des PSM

	
	Microscope
	- Contrat de maintenance

- Mode opératoire et  maintenances connus, 
- Nettoyage respecté

	
	Colorateurs (MGG, Gram)
	- Contrat de maintenance

- Mode opératoire connu

- Nettoyage respecté

-  Faire des contrôles de colorations à chaque série (notion de série à définir par chaque LBM)avec une lame contenant des levures +  et - 

	
	cytocentrifugeuse
	- Contrat de maintenance

- Mode opératoire connu

- Nettoyage respecté

	Méthode
	Réalisation des colorations et lecture microscopique 
	Modes opératoires diffusés

	Milieu
	Sécurité biologique et maitrise de la contamination des prélèvements précieux
	- travailler sous PSM II obligatoirement pour quel prélèvements ????
- Instruction d’utilisation et nettoyage des PSM 

- Nettoyage et désinfection des surfaces

- Hygiène et sécurité




Phase analytique des autres étapes de l’analyse microbiologique  :»recherche d’antigènes solubles » « ensemencement et lecture des cultures » « identification » et « antibiogramme » ,  selon leur validation de méthode

	MAITRISE DES RISQUES

Phase post analytique

	Type de risque
	Points critiques à maîtriser
	Modalités de maîtrise

	Matière
	Conservation des prélèvements après analyse
	Procédure écrite xxx de conservation des prélèvements après analyse (température et durée)

	Matériel
	Moyens de transmission des comptes-rendus (système de gestion du laboratoire)
	Procédure écrite d’utilisation du SIL 

	Main d’œuvre  


	Transmission des résultats (techniciens, biologistes, secrétaires)
	- Personnels formés et habilités
- Connaissance des procédures de saisie et de validation

	Méthode
	Saisie des résultats dans l’informatique
	- Procédure écrite de saisie des résultats

- Procédure de contrôle de la justesse des données rentrées manuellement dans le SIL

	
	Validation biologique
	Procédure de validation biologique à nommer

Procédure de prestations de conseils par les biologistes à nommer
Interprétation biologique en fonction des renseignements cliniques s’il y a lieu
L ‘interprétation des résultats doit figurer dans le mode opératoire de l’examen

	
	Transmission des résultats
	- Procédure écrite de transmission (téléphone, informatique, papier)
- Vérification de l’intégrité de l’information envoyée au service clinique

	Milieu
	Conditions de conservation des archives papier (feuilles de prescription et examens)
	Support de sauvegarde et lieux de stockage appropriés


	EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE 




Il est important de souligner que l’évaluation des performances d’un examen direct manuel  repose en grande partie sur l’habilitation des techniciens à cet examen.
Répétabilité:
Elle n’est pas nécessaire lors de l’utilisation exclusive d’une méthode manuelle. 

Reproductibilité:
L’analyse de la reproductibilité (ou fidélité intermédiaire) de la lecture qualitative ou de l’appréciation quantitative d’une peut être réalisée en effectuant une lecture d’un même échantillon clinique par tous les techniciens habilités à réaliser l’analyse. L’utilisation pour cette vérification de types différents de prélèvements est recommandée, à moduler en fonction du recrutement du laboratoire. Ex :  expectorations, LBA , LCR, urines. 

Les objectifs sont: 
- Une faible variation des résultats inter opérateur 

- Pouvoir assurer que quelque soit la personne au poste, le résultat soit identique et juste

Exemple de reproductibilité de formule inter opérateurs à partir de 2 ponctionspositives à l’examen direct ou d’un CQI commercialisé: 

	Echantillons
	Nombre de techniciens (N)
	moy% 

levures
	Ecart-type
	CV (%)

	Echantillon 1 
	8
	X%
	x
	x

	Echantillon  2 
	10
	Y%
	y
	y


Conclusion : à moduler en fonction des résultats

Exemple de reproductibilité de coloration inter opérateurs à partir de prélèvements variés :
	Echantillons
	Nombre (N)
	% de techniciens ayant donné le résultat attendu



	urines
	8
	x

	LCR
	8
	y

	LBA
	8
	y


Conclusion : à moduler en fonction des résultats
	COMPARAISON DE METHODES (qualitatif)*



	Méthode précédente, autre méthode utilisée dans le laboratoire :
	colorateur  

	Nombre de mesures :l
	

	Descriptif de l'échantillon étudié :
	

	Méthode d'exploitation des résultats (études des concordances) :
	

	Résultats et interprétations des discordances :
	

	Conclusions et dispositions
 :
	


* La comparaison des méthodes n’est utile que si la méthode en question est nouvelle dans le laboratoire. Or, l’examen direct est une méthode utilisée depuis des décennies dans tous les laboratoires de microbiologie.  Il y a donc uniquement un cas où la comparaison de méthode est utile : l’utilisation d’un nouveau colorateur de Gram ou de MGG, où l’on cherchera à obtenir une bonne corrélation entre la lecture après coloration manuelle et celle aprè sutilisation du colorateur .
	CONTAMINATION 




L’évaluation de la contamination inter-échantillons en méthode manuelle ne peut pas être réalisée selon les recommandations du SH GT04 car chaque échantillon est lu individuellement.

La contamination inter échantillon peut exister lors de la retranscription des résultats dans le SIL du LBM ou lors de l’étiquetage ou du marquage des lames des patients. Sur les lames, il est conseillé d’y inscrire le n° de travail et si possible  le nom du patient. La maitrise du risque est à réaliser lors de la formation et de l’habilitation du personnel .









Date 

Biologiste

Méthode validée le 







Utilisation sous accréditation à partir du

� Indiquer les valeurs de référence si différentes en fonction de l’anticoagulant. Tenir compte du sexe, âge…


� Le laboratoire précise les dispositions mises en œuvre (par exemple : utilisation transitoire et documentée d'un facteur de correction).





