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/ΩŜǎǘune reconnaissanceofficielle des compétencesaussibien fonctionnellesque techniquespar un

organismecompétentet indépendant.

EnFrance,ŎΩŜǎǘle COmité FRançaisŘΩACcréditation (COFRAC) qui évalueun laboratoireafin deǎΩŀǎǎǳǊŜǊ

que celuici travailleen suivantdesnormesspécifiqueset réaliselesanalysessuivantun cadreparticulier

fixéparunenorme.

Lanorme ISO15189est la normequalité internationalespécifiquedeslaboratoiresŘΩŀƴŀƭȅǎŜǎmédicales.

vǳΩŜǎǘ ŎŜ ǉǳŜ ƭΩŀŎŎǊŞŘƛǘŀǘƛƻƴ Κ 

.. 

En Francela loi « Hôpital, Patient, Santéet Territoire » (HPST)de 2009 stipule que les laboratoiresde

biologie médicalepublicscomme privés doivent se lancer dansune démarcheŘΩŀŎŎǊŞŘƛǘŀǘƛƻƴ(50 % en

2016et 100%ŘΩƛŎƛ2020)



[ΩŀŎŎǊŞŘƛǘŀǘƛƻƴporte sur une méthodebien préciseet bien validée. Pourcelachaquelaboratoiredoit suivre

un cadreparticulierdécrit dansle systèmedegestionet dequalité.

LorsdeƭΩŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴpréalableàƭΩŀŎŎǊŞŘƛǘŀǘƛƻƴou audit, les auditeursobserventles points forts et les points

faibles dans le domainede la gestion et ƭΩƻǊƎŀƴƛǎŀǘƛƻƴdes processusqualité mais aussiles compétences

techniquespour la méthodequeƭΩƻƴsouhaiteaccrédité.

[ΩŀŎŎǊŞŘƛǘŀǘƛƻƴŘΩǳƴŜméthodeestdélivréepour 3 ansavantŘΩşǘǊŜà nouveauévaluétous les4 ans.

Lelaboratoirepeut être soumisà desauditsdecontrôles.

Lesdifférents laboratoiresdeƭΩ!t-HM (certainsaccréditésdepuis2006) sesont regroupéspour former un seulet unique

Laboratoirede BiologieMédicale(LBM).

Celui-ci développeunedémarchedequalité communepour uneaccréditationcomplètedesanalysesen 2020!
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Ingénieurs  - Techniciens 
Responsables techniques des examens 

Opérateurs/Référents des 
équipements

Secrétaires de laboratoire

Biologistes 
Responsables 

biologiques des 
examens

Gestionnaire
Assurance Qualité

GAQ

Référents : identitovigilenceς
Métrologie ςPipettes -
Systèmede Gestion des 

laboratoires et autres logiciels 

Responsable
Assurance Qualité

RAQ

ORGANIGRAMME FONCTIONNEL DU DÉPARTEMENT DE GÉNÉTIQUE MÉDICALE 
CHEF de SERVICE

Cadre de Santé 1 Cadre de Santé 2

Secteur Cytogénétique
Constitutionnelle 
Postnatale

Secteur Cytogénétique
Constitutionnelle 
Prénatale 

Secteur Génétique 
Moléculaire

Consultations et Centre de référence Maladies rares: Anomalies du Développement et Syndromes Malformatifs

Å Consultations Génétique Prénatale- Centre Pluridisciplinaire de Diagnostic Prénatal. 
Å Consultations Génétique Postnatale

Centre de Ressources 
Biologiques CRB 



EXAMENS RÉALISÉS DANS LE SECTEUR DE GÉNÉTIQUE MOLÉCULAIRE 
32 examens réalisés : 

Å Déficiences intellectuelles : Xfraς{ȅƴŘǊƻƳŜ ŘΩAngelman- PraderWilliςRett -¦.9о! Χ

Å Hémoglobinopathies  : a/bglobine ς5ǊŞǇŀƴƻŎȅǘƻǎŜ Χ

Å Cardiomyopayhies

Å Neuropathie Périphérique Héréditaire :  Charcot Marie ToothςHNPP ςtatнн ΧΦΦ

Å Myopathie : Steinert, Duchenne/Becker, Calpaine, DysferlineΧΦ

Å Dystonies ς5ȅǎǘǊƻǇƘƛŜǎ  aǳǎŎǳƭŀƛǊŜǎ ŎƻƴƎŞƴƛǘŀƭŜǎ ΧΦ

Å Epilepsies monogéniques

Å Diarrhées et Cholestases congénitales 

Å Chorée de Huntington  - Infertilité masculine ςMucoviscidose 

Å Surdités 

Plusieurs techniques : Séquençage ciblé Sanger, MLPA, SouthernBlot, Analyse de fragments fluorescents, 
Séquençage Haut débit ou NGS (NextGenerationSequencingύΧΦ 

Avec plusieurs plateformes et équipements : ŜȄǘǊŀŎǘŜǳǊǎ ŘΩADNs, thermocycleurs, Séquenceur capillaire, 
{ŞǉǳŜƴŎŜǳǊ Iŀǳǘ ŘŞōƛǘ ŜǘŎΧΦ

Catalogue des examens 
http://fr.ap -hm.fr/pole-biologie/laboratoires



EXON 

1

EXON 

2 

PCR

SÉQUENÇAGE SANGER  

Région cible : 1 gène  

!Ǿŀƴǘ ƭΩŀǊǊƛǾŞŜ ŘŜ ƭŀ ǇƭŀǘŜŦƻǊƳŜ bD{ 

[ƛǎǘŜǎ ŘŜ ƎŝƴŜǎ ŘΩƛƴǘŞǊşǘ

Analyse spécifique bio-informatique

PROCESSUS 
ANALYTIQUE 
COMMUN

Epilepsies 
Monogéniques

Déficiences 
Intellectuelles

Myopathies Dystonies

Neuropathies 
Périphériques 
Héréditaires 
sensitives et 

motrices

Laminopathies et 
Vieillissement 

Prématuré

Diarrhées 
Chroniques 
Cholestases

Cardiopathies

!ǾŜŎ ƭΩŀǊǊƛǾŞŜ ŘŜ ƭŀ ǇƭŀǘŜŦƻǊƳŜ bD{ όнлмнύ 

STRATÉGIE AVEC LE SÉQUENÇAGE HAUT DÉBIT 



CARTOGRAPHIE DES PROCESSUS QUALITÉ 



PROCESSUS SUPPORT

GESTIONDESRESSOURCESHUMAINES

Objectif du processus: Assurerles compétencesnécessairepour pourvoir à tous
lespostesde travailet maitriserlesrisquesprofessionnels

Activités du processus: Définition des Fonctions,des Missionset des Postesde
travail ςOrganigramme- RecrutementςAccueil - FormationςHabilitation -
MaintiendescompétencesςGestiondesrisqueschimiqueset biologiques



PROCESSUS SUPPORT

Fiche de Poste  : par analyse

1. Horaire du poste 

2. aŀǘŞǊƛŜƭ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜ όƳƻŘŜ ƻǇŞǊŀǘƻƛǊŜ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜύ

3. Analyse : en lien avec le mode opératoire

4. Formation et habilitation requises pour tenir le poste

5. Taches séquentielles : que faire et quand (maintenance)

6. ¢ŀŎƘŜǎ ǇŞǊƛƻŘƛǉǳŜǎ Υ ǘƻǳǎ ƭŜǎ ƧƻǳǊǎΣ ǘƻǳǘŜ ƭŜǎ ǎŜƳŀƛƴŜǎΣ ǘƻǳǎ ƭŜǎ Ƴƻƛǎ ŜǘŎΧ Ŝǘ ǉǳƻƛ Υ 

détails des taches en tenant le poste - Traçabilité

7. Taches occasionnelles 



PROCESSUS SUPPORT

GESTIONDESRESSOURCESHUMAINES

Activités  : Habilitation du personnel 
Par «poste» : 
ÅRéception
ÅBiologiste 
ÅΧ
Par «techniques» : 
Å9ȄǘǊŀŎǘƛƻƴ ŘΩ!5b όƳŀƴǳŜƭƭŜ Ŝǘκƻǳ ŀǳǘƻƳŀǘƛǎŞŜύ Υ ǎŀƴƎ ςLiqamniotique ς
¢ǊƻǇƘƻōƭŀǎǘŜ ΧΦΦ
ÅAmplification in vitro ŘŜ ŦǊŀƎƳŜƴǘǎ ŘΩ!5b  Υ t/w point final ςMLPA-qPCRΧ 
Å!ƴŀƭȅǎŜ ŘΩADNsamplifiés  : gel agarose ςFragment ςSanger -
ÅQualification et quantification des acides nucléiques  : suivant les appareils 

(Nanodrop- Qubit- Bio Analyzer ..)
ÅΧΦ

5ŜǳȄ ƴƛǾŜŀǳȄ ŘΩƘŀōƛƭƛǘŀǘƛƻƴ 
1. Opérateur
2. Référent
Valable 3 ans  - A refaire si interruption 6 mois 



PROCESSUS SUPPORT

GESTIONDESRESSOURCESMATERIELS

Objectif du processus : SécuriserƭΩŀǇǇǊƻǾƛǎƛƻƴƴŜƳŜƴǘdes fournitures, le
fonctionnementdeséquipementset deslocaux

Activités du processus: nombreuxΧ..mise en place des dossiersde vie des
équipement ςrédaction des modes opératoires techniquesς traçabilité des
entretiens,descontrôlesdequalité,destempératures,métrologieΧ.



CARTOGRAPHIE DES PROCESSUS QUALITÉ 



PROCESSUS MÉTIER

PRÉANALYTIQUE

Objectif du processus: garantirla qualitédeƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ

Activités du processus  :   tǊŜǎŎǊƛǇǘƛƻƴ ŘΩǳƴ ŜȄŀƳŜƴ - Prélèvement ςEmballage -
Acheminement - conservation des échantillons ςtransport - Vérification conformité -
Enregistrement sur SGL - Etiquetage SGL du bon - Copie et archivage du bon - Pré 
traitement  des échantillons - Stockage des échantillons

Processus Support

GESTION DES RESSOURCES HUMAINES 
Habilitation du personnel ςCƛŎƘŜ ŘŜ tƻǎǘŜ Χ

GESTION DU MATERIEL
Maintenance ς5ƻǎǎƛŜǊ ŘŜ ǾƛŜ ΧΦ



w;/9t¢Lhb 59{ 59a!b59{ 5Ω9·!a9b{ ςCONFORMITÉ- Numéro 
ŘΩŜƴǊŜƎƛǎǘǊŜƳŜƴǘ 

ÅSPÉCIMEN
Å2 tubes EDTA de 5 ml Circuit extraction ADN sur plateforme 

commune

Åƻǳ !5b ŘŞƧŁ ŜȄǘǊŀƛǘ Υ оҡƎ ŘΩ!5b Ł ƳƛƴƛƳŀ όŀǳ Ƴƻƛƴǎ рлҡƭύ

ÅDOCUMENTS
ÅPrescription complète et signée

ÅConsentement signé et/ou attestation de consultation

ÅGrille clinique complétée ςDonnées cliniques

ÅBon de commande / de prise en charge

Prescripteurs internes AP-HM / Prescripteurs externes ( régional - national)

Responsable technique 
(ingénieur/technicien)

Fiche de poste par analyse

üTraçabilité informatique (logiciel de Système de Gestion des Laboratoires ς9ȄŎŜƭΧΦΦύ 

Catalogue des examens 
http://fr.ap -hm.fr/pole-biologie/laboratoires



Contrôle Interne de 
Qualité 

UNE FOIS PAR MOIS 
Å Extraction de 4 tubes 

H2O au CRB
Å Extraction de 1 tube 

H2O par le laboratoire

PCR sur ces 5 tubes H2O 
avec absence 
ŘΩŀƳǇƭƛŦƛŎŀǘƛƻƴ 

Extraction automatique 
par le Centre de 

Ressources Biologiques 
(CRB) 

Dosage au 
nanodrop

Si 
échec

Extraction automatique 
par  Laboratoire de 

Génétique Moléculaire

Dosage au 
nanodrop

DO ok

ADN après homogénéisation
Prêt pour le traitement sur la 

plateforme NGS 

Prélèvement Sanguin

Si 5ml et 
plus 

Si moins de 
5ml

Maintenance des 
automates

Habilitation des personnels 
sur les automates 

3 JOURS 



PROCESSUS MÉTIER

ANALYTIQUE 

hōƧŜŎǘƛŦ Řǳ ǇǊƻŎŜǎǎǳǎ Υ aŀƛǘǊƛǎŜǊ ƭŀ ǊŞŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ - Garantir robustesse 
et justesse 

Activités  du processus : ±ŀƭƛŘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘΩŀƴŀƭȅǎŜ ςParamétrage et mise 
Ŝƴ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ςGestion des Contrôles de Qualité (CIQ-EEQ-CIL) -
Calculs des incertitudes ςwŞŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ςValidation technique 

Traçabilitécomplètedesconditionsderéalisationdesanalyses.

A partir ŘΩǳƴnuméro ŘΩŜƴǊŜƎƛǎǘǊŜƳŜƴǘretrouver les équipementsutilisés, les
réactifset consommableset lesopérateursqui ont réaliséƭΩŀƴŀƭȅǎŜ.

Processus Support

GESTION DES RESSOURCES HUMAINES 
Habilitation du personnel ςCƛŎƘŜ ŘŜ tƻǎǘŜ Χ

GESTION DU MATERIEL
Maintenance ς5ƻǎǎƛŜǊ ŘŜ ǾƛŜ ΧΦ



PROCESSUS ANALYTIQUE COMMUN -w;![L{!¢Lhb 59 [Ω!b![¸{9 

Epilepsies 
Monogéniques

Déficiences 
Intellectuelles

Myopathies Dystonies

Neuropathies 
Périphériques 
Héréditaires 
sensitives et 

motrices

Laminopathies et 
Vieillissement 

Prématuré

Diarrhées 
Chroniques 
Cholestases

Cardiopathies

PROCESSUS 
ANALYTIQUE 
COMMUN

[ƛǎǘŜǎ ŘŜ ƎŝƴŜǎ ŘΩƛƴǘŞǊşǘ

Analyse spécifique bio-informatique

Opérateur/ Référent 
wŜǎǇƻƴǎŀōƭŜ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ 
Pré-analytique : réception des prélèvements 

Opérateur/ Référent 
Responsable plateforme NGS
!ƴŀƭȅǘƛǉǳŜ Υ ǊŞŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ 

Opérateur/ Référent 
wŜǎǇƻƴǎŀōƭŜ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ 
Analytique  : pré-interprétation et validation technique



ENRICHISSEMENT des 
REGIONS CIBLES par 

HYBRIDATION- CAPTURE 

Génération des données de séquençage 
Fichiers  .vcf

Fichiers .bam/. bam.bai

ANALYSE et PRE-INTERPRETATION
DES DONNEES DE SEQUENCAGE

Kit à Façon KAF2                   
Sondes Sure Select 

Custom

Depuis octobre 2019

1071 gènes

Kit à Façon KAF1

Sondes Sure 
Select Custom

Juillet 2018

846 gènes 
communs
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PROCESSUS ANALYTIQUE COMMUN -w;![L{!¢Lhb 59 [Ω!b![¸{9 

Opérateur/ Référent plateforme NGS
Analytique : Réalisation des librairies par série numérotée (32 patients)

Séquençage sur des Puces numérotés (2 fois 7/8 patients/Puce)



ENRICHISSEMENT des 
REGIONS CIBLES par 

HYBRIDATION- CAPTURE 

SEQUENCAGE PAR HAUT DEBIT 
(NGS)

Maintenance des automates
Habilitation des personnels sur 

les automates 

PIECE 1 
pré-Séquençage

PIECE 2
Séquençage

Automate 
.w!±h ϰ

IonCHEFϰ
Lƻƴ D{ {р tǊƛƳŜϰ κ 
Lƻƴ ¢ƻǊǊŜƴǘϰ

{ǳǊǾŜƛƭƭŀƴŎŜ ŘŜǎ ǘŜƳǇŞǊŀǘǳǊŜǎ ŘΩŀƳōƛŀƴŎŜ
Surveillance des températures de Congélateurs/Réfrigérateurs 



w;![L{!¢Lhb 59 [Ω!b![¸{9  Υ /hb{¢w¦/¢Lhb 59{ [L.w!LwL9{ κ{;v¦9b4!D9

ADN g du patient

ωCǊŀƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩ!5b

ω!Ƨƻǳǘ ŘΩƛƴŘŜȄ όŎƻŘŜ ōŀǊǊŜύ

ωCapture des régions cibles 
(enrichissement par HYBRIDATION-
CAPTURE des cibles à séquencer)

3 - 4 jours 

Librairie = ADNgfragmenté 
indexé et enrichis 

ωAmplification clonale de la librairie 
production de readsà lire

ωChargement de la Puce P550

ωSéquençage sur la plateforme des 
readschargés

3 jours

Analyse des données brutes de 
séquençage - Alignement des 
readspar rapport à hg19
ωGénération des fichiers .vcf

ωGénération des fichiers .bam

Puce 550 

Fragmentation

Ligationadaptateurs 
et code barre

Hybridation sondes

ADNg

Automate 
.w!±h ϰ

IonCHEFϰ
Lƻƴ D{ {р tǊƛƳŜϰ κ 
Lƻƴ ¢ƻǊǊŜƴǘϰ

Logiciel 



ü Miseen placeŘΩǳƴŜtraçabilité de la réalisationdeƭΩŀƴŀƭȅǎŜ:

Patientsen série- réactifs/consommablesΧ.

1. Enrichissement

2. Séquençage

Opérateur/ Référent 
Responsable plateforme NGS
!ƴŀƭȅǘƛǉǳŜ Υ ǊŞŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ



VALIDATION DE LA METHODE

Description:
QuechercheǘΩƻƴet comment(stratégieet quelappareil) ?

Mise enǆǳǾǊŜ:
Quiquand ?

Maitrise desrisques :
Sur TOUT: Echantillons- LocauxςMatériel (Equipementset réactifs)ςOpérateurs

Evaluation des performances : Variabilité Inter-opérateur - Exactitude ς
Sensibilité/SpécificitéanalytiqueςEtenduede la méthode- Comparaisonde la méthode
ςContamination- Robustesseet fiabilité desréactifs

Deux sous processus :  
1. {ŞǉǳŜƴœŀƎŜ ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ό¢ŜŎƘƴƛǉǳŜύ
2. Alignement et analyse des fichiers bamet vcf (Bio-informatique)



2 - ANALYSESTATISTIQUE(RETROSPECTIFsur 98 patients) - Echantillons

ü Miseen placeŘΩǳƴŜtraçabilité descritèresde séquençagepar échantillon

Paramètre /échantillon Moyenne Écart type Valeur mini pour

Read« mapped» 13 025 621 +/- 2 802 457 3 000 000

Longueurmoyenne 139 pb +/- 11 pb 100 pb

Read« On Target» 6 648 889 +/- 2 197 239 2 500 000

҈ ŘΩǳƴƛŦƻǊƳƛǘŞ97,93% +/-1 % 93%

Nombre de variants 4382 +/- 269 4000

1 - RECOMMANDATIONFOURNISSEURLORSDELAFORMATIONDESOPERATEURSςPlateforme- Puceet échantillons

ü Chargementde la Puce: Taillede la pucethéoriquesupérieureà 25G. Chargementminimumde 15G

ü Pourcentagede polyclonal. Doit être compris entre 25 et 30%. Correspondà une bonne homogénéisationdes librairies sur la plateforme avant

séquençage. Si le dosageen fin ŘΩŜƴǊƛŎƘƛǎǎŜƳŜƴǘest supérieurà 2000pM, alors le multiplexagede plusieurséchantillonsà 100pM est suffisantpour

obtenir desdonnéesde séquençageexploitables.

ü Longueurdes reads. Doit être supérieureà 100 pb pour assurerune bonne couverture des régions cibles et inférieures à 200pb pour avoir un

chargementoptimumde la Puce.

ü Readssanscodebarrene dépassentpar 5%desreadstotaux.

VALIDATION TECHNIQUE : critères de qualité de séquençage



3 - EVALUATION DES DONNÉES DE SÉQUENCES :  PROFONDEUR ET DE COUVERTURE - Echantillon 

COUVERTURE région cible en % et à X donnée

Reads
Patient 1

Reads
Patient 2

P
R

O
F

O
N

D
E

U
R

 e
n

 X

Refhg19
Exon 44 de la Dystrophine

VALIDATION TECHNIQUE : critères de qualité de ǎŞǉǳŜƴœŀƎŜ ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ

ü Miseen placeŘΩǳƴŜtraçabilité desdonnéesde couverturepar échantillonςLimitede la méthode



[Ŝǎ ŘƻƴƴŞŜǎ ŘŜ ŎƻǳǾŜǊǘǳǊŜ Ґ ŘƻƴƴŞŜǎ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜǎ ǇƻǳǊ ǾŀƭƛŘŜǊ ƭŀ ǉǳŀƭƛǘŞ ŘŜ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ǎŞǉǳŜƴŎŞ 
pour rendre un résultat en diagnostic 

En Diagnostic : une profondeur minimum de 20X

Classement ŘŜǎ ƎŝƴŜǎ ŘΩƛƴǘŞǊşǘ Ŝƴ о ŎŀǘŞƎƻǊƛŜǎ

Gènes couverts à 100%
Gènes couverts à plus de 90%
Gènes couverts à moins de 90%

UMR_1251
Equipe Génétique & 
Bioinformatique

Aucun outil  pour visualiser précisément les données de couverture
Que des couvertures moyenne
VarAFT®permet de classer 

de visualiser exon par exon ces données
Outils développé au fur et à mesure des besoins en diagnostic

Le pourcentages des gènes couverts à 20X à plus de 
90% doit être supérieur ou égal à 90% 

TRAÇABILITÉ

VALIDATION TECHNIQUE : critères de qualité de ǎŞǉǳŜƴœŀƎŜ ŘŜ ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ

FICHIERS .bam/.bai



Gènes couverts à 100%
Gènes couverts à plus de 90%
Gènes couverts à moins de 90%

Gènes couverts à 100%

Gènes couverts à moins de 100%

Le pourcentages des gènes couverts à 20X à plus de 
90% doit être supérieur ou égal à 90% 

TRAÇABILITÉ


