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INTRODUCTION

Dans le domaine de la bactériologie médicale, la qualité de la prescription, de
I'exécution et du transport du prélevement conditionne celle du résultat. La prescription
est le résultat d'une étape de réflexion qui place le prélevement dans un cadre
diagnostique et épidémiologique.

Cette phase pré-analytique, sur laquelle le biologiste n'a que peu d'emprise,
conditionne les étapes ultérieures d'analyse, de validation et d'interprétation et donc la
qualité de la réponse.

La rédaction de procédures d'aide a la décision facilite cette étape. Les
renseignements administratifs et certaines données médicales doivent étre fournies au
biologiste, car ils permettent d'orienter la démarche analytique.

L’exécution du prélevement et son transport doivent étre maitrisés. La diffusion
d'un guide technique par le laboratoire d'analyse semble nécessaire.

Enfin, le dépistage et I'enregistrement des non conformités & la réception des
prélevements sont indispensables car elles peuvent contraindre le biologiste a modifier
sa démarche. Les cliniciens doivent en étre informés dans le cadre d'amélioration
continue de la qualité. La mise en place d'un systéeme d'assurance qualité n'est possible
quavec la collaboration des différents intervenants: cliniciens, paramédicaux,
biologistes.

Il nous a semblé intéressant d’etudier le fonctionnement du laboratoire de
bactériologie du CHU-JRA Antananarivo.

Ce travail se propose comme objectif de tirer les meilleures méthodes afin

d’améliorer la qualité du service fourni par le laboratoire.



PREMIERE PARTIE
CONSIDERATIONS GENERALES



CONSIDERATIONS GENERALES

I - LA PRESCRIPTION (1)

La prescription d’un examen biologique est un acte médical qui formalise le

choix de l'analyse la mieux adaptée au but poursuivi. Elle résulte d'une réflexion
intégrant d'une part le contexte épidémiologique, clinique et paraclinique, et d'autre part
une connaissance précise de ce qui peut étre attendu de l'examen. L’automatisme de
prescription, qui repose souvent sur des habitudes personnelles plutét que sur des
protocoles établis, est a l'origine de demandes inadaptées responsables de retards
diagnostiques et d'erreurs d'interprétation.

La prescription médicale doit étre écrite sur une ordonnance. En ville, la
rédaction est assurée par le prescripteur, mais dans un établissement de soins la situation
est plus complexe. En effet, souvent orale, elle peut étre diluée (internes, assistants,
consultants) et suivie d'une cascade de retranscriptions manuscrites (dossier de soin, bon
de demande) assurée par des personnels paramédicaux qui ne sont pas forcement
présents au moment de la décision.

En situation d'urgence, l'acte de prélevement suit immédiatement une
prescription souvent orale dont la confirmation écrite ne se fait qu'a posteriori. 1l en
résulte des risques de dysfonctionnements importants, pouvant avoir des implications
cliniques graves.

C'est pourquoi, la prescription d'une analyse biologique doit toujours rester sous
la responsabilité d'un médecin.

Il - PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES :(1)(2)(3)
Avant d’effectuer un acte de prélevement en vue d’une analyse bactériologique,

le biologiste fournit au médecin prescripteur toutes les précisions et les
recommandations utiles aux conditions de mise en oeuvre de I’analyse. Les échantillons
doivent, dans toute la mesure du possible, étre associés a une "fiche de suivi médical"
comportant tous les renseignements nécessaires a la bonne exécution des analyses, a
I'interprétation des résultats et pour préciser la prescription.

Le prélevement peut étre effectué par le médecin prescripteur, par le biologiste
ou par un personnel qualifié. Ces personnes ressources doivent étre formées aux

procédures de prélévement du laboratoire, et informées des risques d'erreurs sur les



résultats d'analyses consécutives a la realisation défectueuse du prélevement et a la
nécessité de préciser au biologiste responsable tout incident survenu au cours du
prélevement.

A chaque fois qu’un échantillon biologique arrive au laboratoire, le biologiste
doit vérifier la conformité. 1l doit refuser tout échantillon prélevé ou transmis dans des
conditions non conformes aux procedures techniques et le motif de ce refus doit étre
porté a la connaissance du médecin prescripteur. Lorsqu'il s'agit d'un prélevement
difficile ou unique, les critéres d'acceptation doivent étre appréciés avec circonspection
et le résultat doit faire mention de ces éventuelles réserves si cela est nécessaire. Chaque
fois que cela est possible, il est souhaitable que le préléevement soit effectué au
laboratoire.

Le prélévement en vue d’un examen bactériologique doit étre réalisé stérilement
et avec du matériel stérile a usage unique. Le récipient destiné a recevoir I'échantillon
récipient doit &tre congu pour éviter tout risque de contamination et de pollution. Les
prélevements suivants doivent étre faits dans des récipients a large embouchure,
bouchés a vis :

- les prélévements de liquide de séreuses et en particulier de liquide céphalo-
rachidien (LCR),

- les crachats,

- urine,

- les prélevements de selles.

Les autres prélevements peuvent étre effectués, selon leur volume et surtout la
consistance du produit pathologique, soit a la seringue, soit a I’écouvillon. Dans tous les
cas, les bactéries sont plus faciles a isoler de quelques millilitres de produit
pathologique prélevés a la seringue que d’un simple écouvillon qui va tres rapidement
se dessécher.

Il faut réduire au maximum le délai entre le moment ou le prélévement est fait et
celui ou il est examiné.

Enfin, les prélévements envoyés au laboratoire doivent étre :

en quantité suffisante,
- représentatifs de la Iésion,

- faits avant I'administration d'antibactériens.



11 - IDENTIFICATION DES ECHANTILLONS (1)(4)

1. Cas général

1.1. Flacons ou récipients primaires

L'étiquetage des récipients contenant I'échantillon biologique doit étre fait au
moment du préléevement par la personne ayant réalisé celui-ci. L'étiquetage doit étre
congu pour eviter toute erreur sur I'identité de la personne.

Il doit mentionner, outre l'identité et la date de naissance, déclinées par le patient
lui-méme dans la mesure du possible, le sexe, la nature de I'échantillon, le nom du
préleveur, la date et I'heure du prélevement.

Si la taille du tube ne permet pas l'apposition d'une étiquette comportant
I'ensemble des renseignements sus-cités, ce tube étiqueté est placé dans un récipient
individuel ou toutes les indications ci-dessus sont mentionnées de fagon a éviter toute
erreur.

Le biologiste doit mettre en place une procédure permettant de lier I'échantillon
biologique au patient, méme si I'identité de celui-ci est incomplete ou approximative, ou
lorsque I'anonymat est souhaité. Cette procédure indiquera egalement la marche a suivre

si I'échantillon biologique fourni par le préleveur ne posséde aucune identification.

1.2. Flacons ou récipients secondaires :

Lors de la préparation de fractions aliquotes, I'étiquetage des tubes ou récipients
secondaires doit se faire selon les procédures rigoureuses permettant I'identification sans

ambiguité de chaque échantillon au sein du poste de travail ou du poste de stockage.

1.3. Transport et transmission des échantillons :

Le transport des échantillons doit respecter des régles qui assurent I'intégrité de
I'échantillon et la sécurité des personnels. Des procédures et des modes opératoires
écrits par le laboratoire qui effectue I'analyse doivent fixer les conditions particuliéres
de délai de transport, de tempeérature de conservation et d'intégrité de I'emballage des
échantillons biologiques. Le biologiste transmetteur doit s'assurer du respect de ces

conditions.



Le transport des échantillons biologiques doit s'effectuer le plus rapidement
possible au laboratoire en prenant toutes les précautions pour éviter les risques de
contamination et de dégradation des constituants. Le ou les récipients étanches
contenant les échantillons biologiques doivent étre insérés dans une boite étanche,
tapissée par un matériau absorbant et I'ensemble placé dans un emballage extérieur
résistant, portant les noms et adresses du laboratoire destinataire et de I'expéditeur.

L'étiquetage et la résistance des emballages doivent étre conformes a la
réglementation internationale en vigueur concernant le transport des matiéres
dangereuses. Ces regles s'appliquent quels que soient I'origine des prélévements et le
mode de transports utilisé.

Si I'échantillon doit étre transmis & un autre laboratoire, la “fiche de suivi médical”
ou sa copie ou a défaut une fiche de renseignements établie par le biologiste doit étre
associee.

Les dates et les heures de réception des échantillons biologiques au laboratoire
destinataire doivent étre enregistrées.

En cas d’une expédition a longue distance, le personnel du laboratoire doit expédier
les matiéres infectieuses en respectant la réglementation applicable a leur transport.
L’observation de ces regles permet:

- de réduire le risque de détérioration ou de fuite des colis et par voie de
conséquence,

- de réduire I’exposition a une éventuelle infection,

- d’ameliorer les conditions de livraison des colis.

2. Conservation des échantillons (1)

Les conditions de conservation des échantillons biologiques doivent étre
conformes pour éviter toute contamination du personnel ou toute pollution.

Les échantillons de calibrage et de contrdle doivent étre conservés avec soin
dans les conditions précisées par le fabricant. La période de validité doit étre respectée,
en particulier pour les échantillons reconstitués a partir des substances lyophilisées, qui
doivent porter la date et I'neure de reconstitution. Toutes les précautions doivent étre
prises pour éviter les phénomeénes d'évaporation et de contamination. La congélation de
fractions aliquotes obtenues aprés reconstitution d'échantillons lyophilisés engage la

responsabilité du biologiste.



Pour les prélévements des patients, avant exécution des analyses, si celles-ci sont
différées, les eéchantillons et leurs fractions aliquotes doivent étre conservés dans des
conditions qui préservent leur qualité.

Aprés exécution des analyses, les échantillons peuvent étre conservés pour
permettre une comparaison ou une Vérification ultérieure.

Les conditions d'identification, de fermeture des récipients et de température de
conservation doivent étre rigoureusement observées pour éviter tout risque d'erreur, de
modification qualitative et/ou quantitative et de contamination. La durée de
conservation pour chaque cas particulier doit, si elle n'est pas réglementaire, étre fixée

par le biologiste et inscrite sur les procédures opératoires.

IV-LE DIAGNOSTIC MICROBIOLOGIQUE (2)

1- Le diagnostic microbiologique direct

Le diagnostic microbiologique direct (ou examen direct), fondamental en
bactériologie, consiste en I’examen microscopique a I’état frais et apres coloration d’un
frottis du prélevement. 1l permet la mise en évidence d’une infection par la présence de
nombreux leucocytes ; il renseigne sur la morphologie, la mobilité et le mode de

groupement des bactéries.

2- Isolement de la bactérie-

L’isolement consiste a mettre le prélevement en culture, afin de

multiplier les bactéries éventuellement présentes dans I’échantillon et ceci de maniére a
obtenir des colonies isolées pour permettre ultérieurement [I’identification des
différentes souches bactériennes isolées

- un choix des milieux de culture a ensemencer: milieux d’enrichissement
(exemple: bouillon au tétrathionate), milieux d'isolement (exemples: gélose au sang,
gélose ordinaire) ou milieux sélectifs (exemple: gélose Mac Conkey) ;

- une méthode d’ensemencement standardisée ayant pour objectif d’obtenir des

colonies isolées ;

- une incubation dans des conditions favorables a la croissance des bactéries

recherchées.



3- Identification de la bactérie

A moins que la bactérie ne soit a I’état pur (cas fréquent des cultures des
liquides biologiques), seule la présence de colonies isolées sur milieu de culture solide
permet, en pratique, de mener a bien le diagnostic bactériologique.

Le premier temps consiste en I’examen des milieux de culture ensemencés. 1l est
recommandé de faire systématiquement un premier examen apres 15 a 18 heures
d’incubation. Cette procédure se justifie par le fait que la plupart des cultures sont
positives apres ce délai et qu’il est important pour le clinicien et son malade d’avoir des
résultats apres 24 heures méme si ces résultats sont négatifs.

Le deuxieme temps consiste en I’identification proprement dite, qui s’effectue
classiqguement par l'analyse de différents caractéres (biochimiques, enzymatiques,
antigéniques) sur une culture pure ; ou par sequengage (biologie moléculaire) du 16S-
rARN.

4-Tests de sensibilité aux antibiotiques

Ces tests permettent de détecter les résistances acquises bactériennes et
d’aider ainsi le médecin praticien dans sa prescription.

La sensibilité d’une bactérie est mesurée par la concentration minimale
inhibitrice (CMI) de I’antibiotique consideré. C’est la méthode de référence préconisée
par I’'OMS. La CMI est la plus petite quantité d’antibiotique capable d’inhiber une
croissance visible a I’eil nu. La CMI d’un germe donné peut étre mesurée par différents
procédés de laboratoire :

- CMI en milieu liquide,
- CMI en milieu solide,
- Mesure de la CMI par diffusion de disque en gélose (antibiogramme).

4.1- CMI en milieu liguide

Principe : on repartit dans une série de tubes a hémolyse un volume constant de
bouillon nutritif, qu’on ensemence avec un inoculum fixe de bactéries environ 10°/ ml.
Puis on ajoute a ces tubes des quantités croissantes de I’antibiotique a étudier (0,25 —
05-1-2-4-8-16- 32 ug / ml). Un tube témoin est laissé sans antibiotique.
Aprés une nuit d’incubation a 37° C les tubes sont soigneusement examinés.

Interprétation : le tube témoin sans antibiotique est uniformément trouble, le

premier tube de la série demeurée limpide indique précisément la CMI (figure 1).
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Figure 1: La CMI en milieu liquide
4.2- CMI en milieu solide

Principe : on repartit aux mémes doses croissantes d’antibiotiques dans des

tubes de gélose en fusion et ramené a 40° C environ. Puis chaque tube avec sa propre
dose d’antibiotique, est coulé dans une boite de pétri ou la gélose va se solidifier. Il est
alors possible d’ensemencer sur cette série de boite plusieurs souches microbiennes
différentes sous la forme de stries paralleles.

Interprétation : la CMI sera donnée par la premiére des concentrations

d’antibiotique qui supprime sur la gélose toute culture apparente.
La CMI est comparée aux concentrations critiques qui permettent de classer les
souches, pour I’espece bacterienne étudiée et I’antibiotique testé, dans la catégorie

clinique : sensible, résistant ou intermédiaire.



Ces concentrations critiques résultent de nombreuses études pharmacologiques,
statistiques et cliniques. Elles refletent pour chaque antibiotique, les concentrations
sanguines obtenues in vivo par administration d’une dose utilisable en thérapeutique.
Exemple : Streptococcus pyogenes : CMI critique de I’ampicilline ; 0,01 -4 g/ ml.

La comparaison de la CMI de I’antibiotique a ces concentrations critiques
permet donc de classer la bactérie testée dans catégorie :

- sensible: la CMI est plus petite que la concentration critique minimale
obtenue en thérapeutique. La souche peut étre atteinte par traitement & dose habituelle
par voie générale,

- résistante : la CMI est plus grande que la concentration critique maximale
pouvant étre, atteinte in vivo sans dépasser le seuil toxique. La souche ne pourra
probablement pas étre éliminée, quelles que soient les modalités du traitement,

- intermédiaire : la CMI est comprise entre les deux concentrations critiques. La
souche pourrait étre atteinte par un traitement local, de fortes doses par voies

générales.

4.3- Mesure de la CMI par diffusion de disque en qgélose

(antibiogramme) (5)

C’est la méthode utilisée en pratique courante, car c’est la plus aisée, bien que
parfois d’interprétation difficile.

Principe : cette technique utilise des disques de papier buvard imprégnés d’une
concentration donnée d’antibiotique déposé a la surface d’une gélose spécifique
(Mueller Hinton) coulée en boite de Pétri ensemencée d’une suspension (10° bactéries /
ml) de la bactérie étudiee.

Interprétation : aprés une nuit a 37°C, il s’établit un gradient de concentration

de I’antibiotique. L’interaction entre la bactérie et I’antibiotique s’exprime par une zone
d’inhibition dont le diametre est une expression indirecte de la CMI. Gréace a des études
comparatives portant sur un grand nombre de souches appartenant a des espéces
bactériennes différentes, des droites de régression liant pour un antibiotique donné les

CMI aux diametres d’inhibition correspondants ont éte tracees.
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diametre
en mm
16 (D)
14 (d)
>
05124 8 16 32 CMI
(c) (C) (mg/1)
C : concentration critique basse D et d : diamétres d’inhibition

C : concentration critique haute

Figure 2: Courbe d’interprétation de I’antibiogramme

Elle servira au médecin traitant soit :
- achoisir un antibiotique pour traiter une infection donnée,
- arectifier un traitement de premiére intention inadapté.
La liste des antibiotiques testés au laboratoire est choisie en fonction du germe et
du site infectieux.
Les résultats d’un antibiogramme sont trés variables et d’interprétation difficile,
il faut prendre en considérations toutes les conditions entreprises par les

patients (exemple: antibiothérapie préalable).

4.4- |ecture interprétative

Il faut se rappeler que les résultats bruts donnés par I'antibiogramme ne sont pas
suffisants et doivent étre complétés par une lecture interprétative.

Cette lecture interprétative de I'antibiogramme est fondée sur la connaissance des
phénotypes de résistance ; elle a pour but de transformer un résultat initialement
catégorisé sensible selon les valeurs critiques en résultat intermédiaire ou résistant en
raison d'un risque d'échec thérapeutique. En effet, certains mécanismes de résistance
peuvent étre faiblement exprimes in vitro pour certains antibiotiques, tout en étant a
I'origine d'échecs thérapeutiques en clinique humaine. C'est pourquoi, dans certains cas,

des méthodes complémentaires doivent étre mises en oeuvre pour objectiver ces
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mécanismes de résistance : recherche de la résistance a la meéticilline chez les
staphylocoques, test de synergie entre les céphalosporines de 3éme génération et I'acide
clavulanique pour le dépistage des bétalactamases a spectre étendu chez les
entérobactéries, recherche d'une bétalactamase faiblement exprimée chez Neisseria
gonorrhoeae, Haemophilus influenzae ou Branhamella catarrhalis par un test
specifique...

De nombreux systémes automatisés d'antibiogramme intégrent des regles de
lecture interprétative, reprenant les régles édictées par le Comité de I'antibiogramme de
la Société francaise de microbiologie (CA-SFM), parfois complétées de regles plus
spécifiques a chaque systeme.

Tout laboratoire effectuant des antibiogrammes doit impérativement valider la
qualité de sa méthodologie par la pratique hebdomadaire de contr6les de qualité interne
utilisant des souches de référence, et par la participation a des contrdles de qualité
externes. Le contr6le national de qualité, obligatoire pour tous les laboratoires, peut
utilement étre complété par les contréles de qualité et les formations organisées par les
réseaux de surveillance.

V- RESULTATS (1)
1-Validation des résultats

La validation des résultats est double : elle comporte une validation
analytique, qui peut étre réalisée par le personnel d'exécution sous la responsabilité du
biologiste, et une validation biologique, qui est de la compétence exclusive du
biologiste.

La validation analytiqgue des examens doit étre soumise a des procédures
précises écrites. Elle ne doit étre effectuée qu'apres avoir vérifié les indicateurs de bon
fonctionnement des instruments et pris connaissance des résultats du contréle de qualité
interne.

La validation biologique doit s'assurer de la compatibilité des résultats de
I'ensemble des analyses réalisées pour le méme patient a des temps différents, compte
tenu, le cas échéant, des variations de son état clinique, des traitements subis et des
résultats antérieurs.

Le recours a un systeme d'aide a la validation ne décharge pas le biologiste de sa

responsabilité en matiere de validation biologique pour chaque compte rendu.



12

2-Expression des résultats et comptes rendus d’analyses

2.1- Expression des résultats :

L'expression des résultats doit étre précise et sans équivoque. Les valeurs de
référence doivent étre indiquées.

La méthode d'analyse et/ou les réactifs utilisé(e)(s) doivent étre mentionnée(e)(s)
chaque fois qu'ils peuvent influer sur I'expression du résultat ainsi que lorsque la
réglementation I'exige.

Pour les résultats quantitatifs, le cas échéant, les performances analytiques de la
méthode peuvent étre indiquées. Les unités du systeme international (S.I.) doivent étre

utilisées quand elles existent.

2.2- Comptes rendus et signature :

Les comptes rendus d'analyses doivent figurer sur un papier a en-téte du
laboratoire comportant les mentions fixées réglementairement et étre signés par le
biologiste.

Les comptes rendus ne peuvent étre communiqués qu'apres les opérations de
validation. Toutefois, pour les patients hospitalisés et dans le cas des examens
demandés en urgence, des resultats partiels peuvent étre transmis dans des conditions
définies par le biologiste et sous sa responsabilité, avant la validation biologique de
I'ensemble des résultats demandés. Ils doivent étre confirmés des que celle-ci aura été
effectuée par un biologiste et le médecin traitant doit étre informé de cette particularité.

Néanmoins, toute signature télématique doit étre confirmée par un document

comportant les résultats d'analyses certifiés par une signature manuscrite.

3- Transmission des résultats

3.1- Elle doit assurer le respect du secret professionnel.

Les résultats d'analyses sont remis au patient en main propre ou lui sont envoyés
sous pli cacheté, a son nom et a l'adresse qu'il communique. Les résultats d'analyses
peuvent également étre transmis au médecin prescripteur du patient sauf opposition de
ce dernier. Les résultats peuvent étre remis a une tierce personne diment mandatée par
le patient. Lorsque le patient est hospitalisé, les résultats sont adressés au médecin

prescripteur et peuvent étre remis au patient a sa demande.
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Le biologiste d'un établissement de santé doit pouvoir s‘assurer que le dispositif
mis en place pour I'acheminement des comptes rendus vers les unités de soins repond
aux critéres de confidentialité et de conformité établis en coordination avec les
cliniciens et I'équipe de direction.

Si le médecin prescripteur peut consulter le serveur du laboratoire ou un serveur
destiné a acheminer les résultats du laboratoire, ceux-ci doivent étre congus pour garder
la trace de la consultation.

Si les résultats sont transmis par un procédé télématique & un autre laboratoire ou
au médecin prescripteur, le biologiste doit utiliser un systeme de transmission fiable qui
garantit la conformité des résultats transmis et le respect du secret professionnel. Le
systeme de réception des comptes rendu d'analyses doit respecter la confidentialité des
données médicales. Les résultats sont confidentiels et ne doivent en aucun cas parvenir
dans un lieu accessible au public.

S'ils sont adressés dans une salle d'opération ou dans une salle de réanimation,
ils peuvent étre transmis en flux continu de fagon a étre accessibles directement aux
chirurgiens, anesthésistes et réanimateurs.

S'ils sont adressés dans un service d'hospitalisation ou de consultation, le
systeme ne doit permettre leur visualisation ou leur impression que sur demande du
prescripteur, matérialisée par l'utilisation d'un code secret et d'un support matériel
personnel.

Lorsque le résultat d'un examen biologique met en jeu le pronostic vital, le
biologiste doit tout mettre en oeuvre pour joindre et avertir le médecin traitant ou
I'équipe médicale dans les plus brefs délais.

3.2- Un résultat laissant présager un pronostic grave ou fatal ne doit étre
révélé qu'avec la plus grande circonspection. Le biologiste doit prendre contact dans les
meilleurs délais avec le médecin prescripteur.

Si les résultats ne peuvent pas étre communiqués au medecin prescripteur
(demande du patient), le biologiste doit demander au malade de lui désigner le médecin,
a qui il souhaiterait voir remettre les résultats. Si aucun médecin n'est désigné, il
appartient au biologiste d'informer lui-méme le patient des résultats avec d'autant plus
de prudence et sensibilité que les résultats sont préoccupants. Tout résultat préoccupant,

soit pour le patient soit au regard de la santé publique, que le biologiste est amené a
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remettre, ne peut &tre communiqué au patient qu'en main propre et au cours d'un
entretien particulier. Le biologiste doit alors inciter le patient a consulter un médecin

traitant le plus rapidement possible.

3.3- Les comptes rendus d'analyses effectués sur réquisition judiciaire ne
peuvent étre adressés qu'a l'autorité requérante dans des conditions garantissant la
confidentialité.

3.4- Le compte rendu d'analyses, prescrites par le médecin du travail dans le
cadre de sa mission (avis d'aptitude notamment), lui est directement communiqué par le
laboratoire qui les a effectuées. Le médecin du travail informe le salarié des résultats.

3.5- Un biologiste ne peut pas répondre a une demande de renseignements faite
par une compagnie d'assurance concernant une analyse, méme si cette demande émane
du médecin de la compagnie. Les résultats d'analyses destinés a des compagnies
d'assurances ne peuvent étre remis qu'au patient en main propre, lequel reste libre d'en

faire lI'usage qu'il désire.

VI-LA SECURITE AU LABORATOIRE (4)
1- Principes de la streté biologigue en laboratoire

Divers événements survenus ces derniéres années dans le monde mettent
en lumiére la nécessité de protéger les laboratoires et les matiéres qu’ils détiennent
contre un certain nombre de périls susceptibles d’entrainer des dommages pour la
population, le bétail, I’agriculture ou I’environnement. Avant de voir quels peuvent étre
les besoins des laboratoires en matiere de slreté biologique, il convient de définir
clairement ce que I’on entend par sécurité et sOreté biologique et en quoi ces deux
notions se distinguent.

La sécurité biologique consiste dans la mise en oeuvre d’un certain nombre de
principes, de techniques et de pratiques de confinement visant a prévenir le risque
accidentel d’exposition du personnel a des agents pathogénes ou a des toxines, ou
encore de libération de telles substances.

La slreté biologique, elle consiste dans la mise en place d’un certain nombre de
mesures d’ordre administratif et de gestion du personnel, en vue de réduire le risque de

perte, de vol, d’utilisation a mauvais escient, de détournement ou de libération delibérée
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d’agents ou de toxines. Le véritable fondement de la sdreté biologique réside dans
I’application en laboratoire des pratiques de sécurité biologique.

Les normes applicables aux différents niveaux de sécurité biologique
recommandées par I’OMS sont représentées par le tableau 1.
Tableau 1: Normes applicables aux différents niveaux de sécurité biologique

NIVEAL DE SECURITE BIOLOGIOUE

1 2 K] 4
|zolement du laboratoire® MNon  MNon i i
Salle étanche pour décontamination MNon  Non i Qi
Yentilation :
— circulation vers lintérieur MNon  Souhaitable  Oui i
— systdme de ventilation régulé Mon  Souhaitable  Oui i
— filtre HEPA sur la sortie d'air MNon  Mon Oui/Mon® Oui
Double porte d'entrée MNon  MNon i i
Sas & air MNon  Non Mon Qi
5as & air avec douche MNon  MNon Mon i
Wastibule MNon  MNon i -
Yastibule avec douche MNon  Mon OuiMon® Man
Tratement des effluants MNon  Mon OuiMon® Oui
Autoclave :
— &Ur place Mon  Souhaitable  Oui Qi
— dans une salle du laboratoire MNon  MNon Souhaitable  Oui
— & deux portes formant sas MNon  MNon Souhaitable  Oui
Enceinte de sécurité biologique Mon  Souhaitable  Oui i
Systéme de surveillance de |a sécurité du personnel®  Mon  Mon Souhaitable  Oui

3 |eolement environnemeantal et fonctionnel par rapport aux points de passage
¥ Selon la situation de la sortie d'air

° Selon |z ou les agents qui sont manipulés

1 Par exemple, fenétre, tl&vision en circuit farmé, émetteu - récepteur

Il incombe a chaque laboratoire, en fonction de ses besoins, de la nature de ses
activités et des conditions locales, d’élaborer et de mettre en oeuvre un programme de
sOreté biologique spécifique. Les mesures de slreté biologique en laboratoire doivent
s’appuyer sur un programme complet de responsabilisation a I’égard des agents
pathogénes et des toxines, qui comprend un inventaire actualisé identifiant
I’emplacement de ces matiéres et du personnel y ayant acces et indiquant leur
utilisation, leurs transferts internes a I’établissement ou entre établissements, ainsi que
toute inactivation et/ou élimination éventuelles des matiéres. De méme, il convient
d’établir un protocole de sdreté biologique pour le laboratoire, destiné a guider
I’identification, le signalement, I’étude et I’élimination des failles dans la sOreté
biologique de cet établissement, y compris les incohérences dans les résultats
d’inventaire. Une formation a la sdreté biologique en laboratoire, distincte de la
formation a la sécurité biologique en laboratoire, doit étre dispensée a tout le personnel.
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En résumé, les precautions de sdreté doivent devenir des éléments de routine du
travail de laboratoire, a I’égal des mesures d’asepsie ou de sécurité microbiologique.

2- Désinfection et stérilisation

La connaissance des principes de base de la désinfection et de la
stérilisation est d’une importance cruciale pour la sécurité biologique au laboratoire.
Comme des objets tres souillés ne peuvent pas étre désinfectés et stérilisés rapidement,
il est tout aussi important de connaitre les éléments de base du nettoyage préalable a la
désinfection (prénettoyage). Le temps de contact nécessaire avec un désinfectant donné
est propre a chaque substance et a chaque fabricant. C’est pourquoi toutes les
recommandations relatives a I’utilisation des désinfectants doivent étre conformes aux
spécifications indiquées par le fabricant.

Quelques Définitions

Décontamination : tout processus destiné a éliminer ou tuer des micro-
organismes. Ce terme désigne également I’élimination ou la neutralisation de produits
chimiques ou radioactifs dangereux.

Désinfectant : substance chimique ou mélange de substances chimiques utilisés
pour tuer des micro-organismes, mais pas nécessairement les spores. Les désinfectants
sont généralement appliqués sur des surfaces ou objets inanimes.

Désinfection : destruction, par des moyens physiques ou chimiques, de germes
mais pas nécessairement de leurs spores.

Stérilisation : processus par lequel on tue ou élimine les micro-organismes et les

Spores de toute nature.

2.1-Nettoyage du matériel de laboratoire

Le nettoyage consiste a enlever les souillures, les matieres organiques et les
taches. On peut procéder par brossage, aspiration, dépoussiérage a sec, lavage a I’eau ou
avec une éponge humide imprégnée d’eau savonneuse ou additionnée d’un détergent.
La crasse, les excréments et les matieres organiques peuvent abriter des micro-
organismes et géner I’action microbicide des décontaminants (antiseptiques, germicides
chimiques ou désinfectants).

Un nettoyage préalable est nécessaire pour assurer une bonne désinfection ou

une bonne stérilisation. Beaucoup de produits germicides ne sont actifs qu’a la
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condition d’étre appliqués a des objets préalablement nettoyés. Ce prénettoyage doit étre
effectué avec précaution pour éviter de s’exposer aux agents infectieux.

2.2-Décontamination de I’environnement local

La décontamination des locaux du laboratoire, de son mobilier et de son
équipement nécessite I’emploi d’une association de désinfectants liquides et gazeux.
Les surfaces peuvent étre décontaminées au moyen d’une solution d’hypochlorite de
sodium (NaOCI) ; une solution contenant 1 g de chlore actif par litre peut convenir pour
I’assainissement général des locaux, mais des solutions plus concentrées sont
recommandées en cas de situation a haut risque. Pour la décontamination des locaux du
laboratoire, les solutions prétes a I’emploi contenant 3 % de peroxyde d’hydrogene
(H202) peuvent parfaitement remplacer les solutions d’hypochlorite.

2.3-Décontamination des enceintes de sécurité biologique

Pour décontaminer les enceintes de sécurité biologique de classes | et 11, il existe
un appareillage qui permet de produire, de faire circuler et de neutraliser
indépendamment le formaldéhyde. On peut aussi mettre la quantité désirée de
paraformaldéhyde (pour une concentration finale de 0,8 % de formaldéhyde dans I’air)
dans une poéle a frire que I’on place ensuite sur une plaque chauffante électrique. On
introduit également dans I’enceinte une autre poéle contenant une quantité de
bicarbonate d’ammonium de 10 % supérieure a celle de paraformaldéhyde et on la place
sur une autre plague chauffante. Les prises d’alimentation des plaques chauffantes
doivent se trouver hors de I’enceinte, de maniére a pouvoir régler les plaques depuis
I’extérieur en les branchant ou en les débranchant selon le cas. Si I’lhumidité relative est
inférieure a 70 %, il faut également placer dans I’enceinte un récipient ouvert contenant
de I’eau chaude avant de fermer hermétiquement le panneau frontal avec du ruban épais
(par exemple du ruban adhésif entoilé). Une épaisse feuille de plastique est ensuite
scotchée contre I’ouverture frontale et la sortie de la gaine d’évacuation de fagcon que le
gaz ne pénetre pas dans la piece. Les traversées des fils d’alimentation qui passent a
travers le panneau frontal doivent également étre étanchéifiées avec du ruban adhésif
entoilé.

On branche la plaque électrique qui chauffe le paraformaldéhyde. Une fois que
celui-ci s’est entierement vaporisé, on la débranche. On ne touche plus alors a I’enceinte

pendant au moins 6h. Passé ce temps, on branche la deuxieme plaque chauffante et on
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laisse se vaporiser tout le bicarbonate d’ammonium. On débranche ensuite la plaque et
on met en marche le ventilateur de I’enceinte pendant deux intervalles de 2 secondes
environ chacun pour faire circuler la vapeur de bicarbonate d’ammonium.

L’enceinte est laissée telle quelle pendant 30 minutes avant d’ouvrir le panneau
frontal (ou d’enlever la feuille de plastique) et de dégager la sortie de la gaine
d’évacuation.

Avant de se servir de I’enceinte, il faut I’essuyer pour en éliminer les résidus.

2.4-1_avage et décontamination des mains

Dans la mesure du possible, il faut porter des gants chaque fois que I’on
manipule du matériel présentant un risque biologique. Toutefois, cette mesure ne remet
pas en cause la nécessité, pour le personnel de laboratoire, de se laver régulierement et
convenablement les mains. Le lavage des mains est indispensable lorsque I’on a
manipulé des animaux ou du matériel présentant un risque biologique ou encore avant
de quitter le laboratoire.

Dans la plupart des cas, un lavage soigneux des mains a I’eau et au savon est
suffisant pour les décontaminer, mais I’'usage de savons germicides est recommandé
dans les situations a haut risque. Il faut bien se savonner les mains en frottant
soigneusement pendant au moins une dizaine de secondes, puis les rincer a I’eau claire
et les sécher avec du papier ou une serviette propre (on peut éventuellement utiliser un
séchoir a air chaud).

Il est recommandé de disposer de robinets commandés avec le pied ou le coude.

Dans le cas contraire, on fermera le robinet en le saisissant avec une serviette en
papier ou en tissu afin de ne pas se recontaminer les mains.

Comme indiqué plus haut, les produits pour friction a base d’alcool peuvent étre
utilisés pour se nettoyer les mains si celles-ci ne sont que légérement souillées et que

I’on ne peut pas se les laver convenablement.

2.5-Désinfection et stérilisation par la chaleur

La chaleur est I’agent physique le plus couramment utilisé pour éliminer les
germes pathogénes. La chaleur « séche », qui n’est absolument pas corrosive, est
utilisée pour traiter de nombreux instruments et accessoires de laboratoire qui sont

capables de supporter une température de 160 °C ou davantage pendant 2 a 4 h. Le
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brllage et I’incinération sont également des formes de traitement par la chaleur seche.
L autoclavage est la maniére la plus efficace d’utiliser la chaleur « humide ».
L’ébullition ne tue pas nécessairement tous les micro-organismes et les germes
pathogénes, mais on peut y recourir comme traitement stérilisateur minimum lorsque
d’autres méthodes (désinfection ou décontamination chimique, autoclavage) ne sont ni
utilisable ni disponible.
Les objets stérilisés doivent étre manipulés et rangés de maniére a rester stériles

jusqu’au moment de leur utilisation.

2.6-Autoclavage

Le traitement par la vapeur saturante sous pression (autoclavage) constitue le
moyen le plus efficace et le plus fiable pour stériliser le matériel de laboratoire. Dans la
plupart des cas, les cycles suivants (tableau 2) assurent la stérilisation si I’autoclave a
été correctement charge.

Tableau 2: Cycle de stérilisation a I’autoclave

Temps de palier (minutes) Températures (°C)
3 134
10 126
15 121
25 115

Parmi les divers types d’autoclaves, on peut citer les suivants :
- Autoclaves a vapeur directe,
- Autoclaves a extraction d’air,
- Autoclaves de type autocuiseur a source de chauffage extérieure.
Concernant le chargement des autoclaves : le matériel ne doit pas étre entassé a
I’intérieur de la chambre pour que la vapeur puisse pénétrer sans difficulté et que I’air

puisse étre éliminé facilement. 1l faut que la vapeur puisse atteindre le contenu des sacs.

2.7-Incinération

L’incinération est une méthode utile pour se débarrasser des carcasses

d’animaux, des pieces anatomiques ou autres déchets de laboratoire, avec ou sans
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décontamination préalable. L’incinération des matériels infectieux ne peut se substituer
a I’autoclavage que si I’incinérateur est place sous la responsabilité du laboratoire.

Pour donner satisfaction, il faut que I’incinérateur comporte un dispositif
efficace de régulation de la température et une chambre de combustion secondaire. Un
grand nombre d’incinérateurs, notamment ceux qui ne comportent qu’une seule
chambre de combustion, ne permettent pas de traiter de maniere satisfaisante le matériel
infectieux, les carcasses d’animaux et les matiéres plastiques. En effet la destruction
risque de ne pas étre totale et I’effluent qui sort par la cheminée peut polluer
I’atmosphére du fait de la présence de micro-organismes ou de substances et fumées
toxiques. Cela étant, il existe, pour les chambres de combustion, de nombreux types de
configuration qui donnent satisfaction, mais I’idéal est d’obtenir une température d’au
moins 800 °C dans la chambre primaire et d’au moins 1000 °C dans la chambre
secondaire.

2.8-Elimination

L’élimination des déchets de laboratoire ou des déchets médicaux est soumise a
diverses dispositions réglementaires régionales, nationales ou internationales et les
versions les plus récentes de ces documents doivent étre consultées avant d’élaborer et
de mettre en oeuvre un programme portant sur la manipulation, le transport et
I’élimination des déchets qui présentent un risque biologique. En regle générale, les
cendres extraites des incinérateurs peuvent étre traitées comme des cendres domestiques
et prises en charge par les services locaux d’enlévement des ordures. Les déchets
autoclavés peuvent étre éliminés par incinération sur un site hors de la zone du
laboratoire ou enfouis dans une décharge autorisée.

VII- LA SURVEILLANCE EPIDEMOLOGIQUE (7)

1- Définition et objectifs de la surveillance

En Occident, la premiére utilisation systématique de données de
morbidité et de mortalité conduisant a une action de contréle et de prévention remonte
aux grandes épidémies de peste survenues a Venise et a Marseille au X1Ve siécle.

La surveillance épidémiologique désigne « le processus continu et systématique
de collecte, de compilation et d’analyse des donnees, ainsi que leur diffusion a tous ceux
qui ont contribué a cette collecte et a tous ceux qui ont besoin d’étre informés ». La

finalité d’un tel systéme de surveillance est de fournir rapidement des informations
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fiables servant a la prise de mesures de prévention. L’utilisation de I’informatique en
réseau permet actuellement la mise en commun des données et la communication rapide
avec tous les acteurs de la surveillance.
Les objectifs d’un systeme de surveillance en santé publique doivent étre

explicitement définis avant sa mise en place. Ils peuvent étre de plusieurs natures :

- decrire un probleme de santé pour mieux le comprendre, pour définir des

priorités d’action ou déterminer des actions de prévention et de contréle,

- évaluer les conséquences épidémiologiques d’un programme de santé publique,

- fournir des données nécessaires a la mise au point de nouvelles méthodes

analytiques,

- detecter des épisodes épidémiques ou des événements rares pour une prévention

rapide de la survenue de cas ultérieurs.

2- Méthodes de surveillance

Plusieurs méthodes de surveillances sont disponibles selon les cas :
- Surveillance active ou passive,
- Surveillance exhaustive,
- Surveillance sur échantillonnage,

- Enquétes périodiques ou ponctuelles.

3- Réle du Laboratoire dans la surveillance épidémiologique (6)

Les informations fiables fournies a temps par les laboratoires constituent le
fondement de tout programme de prévention et de lutte contre les maladies
transmissibles. La surveillance épidémiologique désigne une information en vue de

I’action.

4- Rappel sur les fonctions de Surveillance

Les fonctions principales de surveillance sont : la détection et la notification des
maladies a I’institution ayant envoyé les échantillons et aux autorités de santé publique,
I’investigation et confirmation des épidémies, I’analyse des échantillons et
I’enregistrement des résultats et enfin I’action et I’intervention concernant les

épidémies.
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Les fonctions d’appui sont la formation et la supervision continue réguliere,
apport des ressources necessaires et I’application des normes, des standards et des
directives de surveillance.

5- R6le du laboratoire en matiere de surveillance et de lutte contre les

maladies

- Confirmer [I’étiologie des maladies (rougeole, fiévre jaune, choléra,
méningite...),

- Identifier les interventions appropriées (ex: thérapie antimicrobienne ou
vaccin),

- Déterminer les tendances de la maladie,

- Assurer le suivi de I’efficacité des programmes (programmes d’élimination et
d’éradication),

- Détecter de nouveaux pathogénes ou ceux qui réémergent, les microorganismes
continuent de s’adapter et de changer et de temps en temps, de nouveaux
microorganismes apparaissent,

- Il arrive rarement que ceux-ci soient nouveaux. Mais ils peuvent avoir été
méconnus auparavant, présents chez un héte animal ou présents dans un réservoir
environnemental,

- Lasurveillance de la résistance aux antimicrobiens qui handicape I’efficacité des
programmes de lutte, le laboratoire doit la détecter afin de proposer de nouvelles
molécules actives,

6- Participation du laboratoire a plusieurs niveaux

La surveillance épidémiologique doit étre exécutée dans tout le territoire
dont la mise en place de réseaux bien déterminés au niveau périphérique (ex : centre de
santé, malades non hospitalisés), au niveau national (ex: laboratoire national de

référence) et au niveau international (laboratoires internationaux de référence).

7- ROle du laboratoire lors d’épidémies et d’enquéte de terrain

Le laboratoire assure la surveillance: tres souvent, il est le premier a
détecter une activité anormale : confirmer le pathogéne dans les premiers cas, surveiller
la résistance aux antimicrobiens (ex. Choléra), faire des études spéciales (ex.

séroprévalence), confirmer la fin d’une épidémie.
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8- Place du laboratoire dans le dépistage des résistances bactériennes aux

antibiotiques (8)

Dans les infections bactériennes, le biologiste sera sollicité par le
praticien essentiellement pour assurer l'identification des bactéries en cause et
déterminer si ces agents possedent des résistances acquises aux antibiotiques
habituellement utilisés en thérapeutique. Un traitement présomptif mal adapté pourra
ainsi étre rapidement modifié au vu de I'antibiogramme. Une bonne connaissance des
bactéries impliquées en pathologie, des antibiogrammes et des indications des
antibiotiques est nécessaire pour permettre au biologiste d'exercer un dialogue
constructif avec le médecin traitant et une activité de conseil favorisant le bon usage des
antibiotiques.

Le choix de pratiquer un antibiogramme sur une bactérie isolée d'un prélévement
a visée microbiologique est essentiel, car il suppose que cette bactérie est jugée comme
responsable de I'infection et ne resulte pas d'une simple contamination. Le choix des
antibiotiques rendus est également capital car il doit permettre d'orienter utilement le
praticien.

Une formation continue réguliére, éventuellement pratiquée au sein de réseaux
participant a la surveillance des résistances bactériennes aux antibiotiques, représente

donc un atout majeur dans ce domaine.

9- Role des laboratoires de microbiologie dans la surveillance des infections

nosocomiales bactériennes (9)

En raison de leur situation centrale et des nombreuses informations dont
ils disposent, les laboratoires de microbiologie doivent faire partie intégrante du
systeme de surveillance et de prévention des infections nosocomiales et des
phénomeénes épidemiques hospitaliers, dans le cadre des programmes initiés par le
comité de lutte contre les infections nosocomiales et ceci en dehors méme de
I'éventuelle mise en oeuvre de techniques spécifiques (surveillance microbiologique de
I'environnement, marqueurs épidémiologiques moléculaires, etc.).

L'exploitation des informations fournies par les laboratoires dans le cadre de la

surveillance des infections nosocomiales implique :



24

- lutilisation de [l'outil informatique qui doit permettre [l'identification des
doublons épidémiologiques (méme souche chez un méme malade), la constitution de
dossiers microbiologiques chronologiques des malades et les traitements statistiques,

- la mise a la disposition des laboratoires de la date d'entrée a I'hdpital des
patients, en clair sur chaque demande d'analyse (par exemple sur les étiquettes
d'identification des patients), afin d'élargir la surveillance aux infections causées par des
microorganismes non typiquement hospitaliers qui représentent la moitié au moins des
infections nosocomiales. Pour ces infections, en effet, le diagnostic de la nosocomialité
repose sur le délai entre la date d'entrée a I'hopital et la date de l'infection. Cette mesure
simple est prioritaire,

- d'organiser au laboratoire le travail par service clinique plutdét que par secteur
technique, afin de permettre une vue synthétique des résultats microbiologiques de
chaque service de I'hopital.

La surveillance depuis le laboratoire doit porter en priorité sur les prélevements
d'interprétation relativement "univoque” (hémocultures, urines, pus profonds prélevés
par ponction ou chirurgie, séreuses, cathéters veineux), c'est-a-dire pour lesquels les
données microbiologiques permettent de suggérer fortement (urines), voire d'affirmer
(hémocultures), le diagnostic d'infection. Pour les infections urinaires, les bactériémies
et fongémies, la surveillance depuis les laboratoires est particulierement efficace.

La surveillance depuis le laboratoire doit aussi porter en priorité sur les espéces
typiquement hospitalieres et les phénotypes de résistance aux antibiotiques typiquement
hospitaliers pour lesquels le caractere nosocomial est évident. Ceci permet au
laboratoire :

- d'identifier assez facilement une partie des infections nosocomiales avec une
bonne spécificité (exemple: infections urinaires & klebsielles multirésistantes,
bactériemies a bacilles pyocyaniques ou a staphylocoques dorés multirésistants),

- de jouer un r6le actif dans l'identification rapide des malades colonisés ou
infectés par des bactéries multirésistantes, dans le cadre des programmes de prévention
de la diffusion de ces bactéries, et donc de mesurer facilement I'impact des mesures de
prévention de la diffusion de ces bactéries,

- de détecter précocement certaines épidémies.
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NOTRE ETUDE

I- OBJECTIFS DE NOTRE ETUDE

Les objectifs de cette étude ont été de:

- énumérer les normes pour un laboratoire de bactériologie,

- decrire les méthodes de travail du laboratoire de bactériologie du CHU-JRA
Antananarivo,

- tirer les meilleures méthodes afin d’améliorer la qualité du service fourni par le

laboratoire.

1I- CADRE D’ETUDE

Notre étude a été réalisée au sein de I’Unité Paraclinique de Formation et de

Recherche en Microbiologie (UPFRM) au Centre Hospitalier Universitaire
d’Antananarivo, Hopital Joseph Ravoahangy Andrianavalona (CHU-JRA) qui est un
établissement de reférence selon la politique du Ministére de la santé, du planning
familial et de la protection sociale.

Elle recoit les demandes d’analyses provenant de nombreuses formations

cliniques publiques et privees.

IH1- METHODE
Il s’agit d’une étude prospective de type descriptive en se basant sur le document

« EVALMIC » (questionnaire d’auto-évaluation d’assurance qualité en microbiologie),
édité par le college de Bactériologie-Virologie, Hygiéne des hopitaux et de la Société
Francaise de Microbiologie, version 1.

Elle a intéressé le fonctionnement du laboratoire de Bactériologie du CHU-JRA
Antananarivo.

Toutes les activités du laboratoire ont été incluses.

Aucune activité n’a été exclue.

Les parametres retenus et étudiés ont été la phase préanalytique, la phase

analytique, la phase post analytique, la sécurité et I’hygiéne hospitalieres.
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IV- RESULTAT
1- ORGANISATION GENERALE DU LABORATOIRE
1.1- Politique qualité

La Direction de I’établissement a pris I’engagement de suivre la politique de
qualité au sein de I’établissement, y compris le laboratoire de bactériologie. Ceci en se
basant sur le programme du Madagascar Action Plan (MAP).

Cependant, cette politigue de qualité est difficile a exécuter a cause des
différentes entités impliquées tant administratives que financiere (Ministére de la Santé,
du planning familial et de la protection sociale, Ministere des Finances et du Budget).

Au niveau du laboratoire de bactériologie, la personne responsable de
I’assurance qualité est le Chef de service lui méme. Il essaie de mettre en place le
systeme qualité malgré I’absence d’un comité officiel national de I’assurance qualité

responsable de I’harmonisation de la démarche qualité.

1.2- Documentation

Actuellement, il n’y a aucun document « démarche qualité » écrit propre a
I’UPFR Microbiologie. -

D’ailleurs, il n’y a pas de texte réglementaire officiel national sur les normes en
matiére de création et de fonctionnement d’un laboratoire de bactériologie. 1l n’y a pas
non plus de Guide de Bonne Exécution des Analyses (GBEA).

Le laboratoire fonctionne alors avec les textes et documents issus de différentes
institutions telles que OMS, Société Francaise de Microbiologie, gouvernement
francais...

La gestion des non conformités pour chaque type d’activité et chaque phase
d’analyse est adaptée a partir de ces documents sus cités et ceci s’exécute apres

instructions verbales.

1.3- Communication

Etant donné qu’il n’y a pas de texte officiel sur la gestion d’un laboratoire de
bactériologie, ’UPFRM CHU-JRA a adopté les notes écrites et réunions comme moyen
de communication entre les personnels du laboratoire, pour émettre les différentes

procédures a suivre et résoudre les éventuels problemes techniques et administratifs.
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1.4- Archivage

Le laboratoire garde les dossiers et les livres de laboratoire, c'est-a-dire
I’ensemble des documents se rapportant aux résultats des patients depuis plus de 20 ans.
Récemment des copies de demandes d’analyse sont conservées avec les dossiers de
résultats.

Mais il n’y a pas de locaux adaptés a I’archivage de dossier permettant la
conservation sans altération, ni d’instructions écrites réglementant I’acces aux archives.

D’autres dossiers sont gardés en archivage : les résultats du contr6le qualité, les

documents relatifs aux réactifs, consommables et matériels.

1.5- Logistique

Concernant la gestion de la logistique, le responsable de I'UPFR dresse
uniquement la liste des réactifs dont le laboratoire aura besoin pendant un temps
déterminé, besoin tant qualitatif que quantitatif. Il remet alors la liste aux responsables
du Département Laboratoire qui a leur tour remettent les documents y concernant aux

instances supérieures : Direction de I’établissement voire le Ministere de tutelle.

2- EQUIPEMENT
2.1- Disposition générale

Le laboratoire de bactériologie dispose de différents équipements de base pour
fonctionner. La plupart des équipements en service sont usés et mal entretenus.
Aucun dossier concernant ces appareils n’est disponible : dossiers d’acquisition,

de mise en service et d’entretien.

2.2- Informatique

L’UPFRM posséde un systeme informatique individuel pour gerer les activités
du laboratoire : édition des résultats, gestion des statistiques et des activités, diverses
activités de secrétariat.

Le systéme n’est pas congu pour éviter la perte accidentelle d’information et
n’est pas protégé contre d’éventuelles malveillances telle que la modification
d’information ou de programme par d’autres personnes que les personnels autorisés a y

accéder.
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2.3- Centrifugation

Le laboratoire de bactériologie ne posséde pas de centrifugeuse.

2.4- Enceinte et appareils thermostatés

Concernant I’enregistrement des parametres produits par tous les
appareils thermostatés, les releves de température s’effectuent deux fois par mois et
enregistrés dans le cahier de paillasse.

Aucun contréle meétrologique de la température des réfrigérateurs n’a été
effectué.

Le laboratoire ne posséde pas de congélateur ni de chambres froides et chaudes.

2.5- Hottes bactériologiques

Le laboratoire posséde une hotte de sécurité de classe I. Mais il
n’y a pas de contrat d’entretien de I’hotte ni de procédure de décontamination préalable

a I’entretien.

2.6- Microscope

Les microscopes du laboratoire datent d’il y a 15 ans. L’entretien
se fait uniguement aprés usage quotidien par les techniciens de laboratoire. Le service

Biomédical assure la réparation des piéces défectueuses.

3- REACTIES

Le laboratoire de bactériologie utilise deux types de réactifs: les produits

préts a I’emploi et les produits & préparer. La préparation de ces réactifs est assurée par
des techniciens de laboratoire, qui se deroule dans un local séparé des locaux de
manipulations bactériologiques.
La préparation se déroule comme suit :

- les poudres prétes a I’emploi sont pesées, dissoutes dans de I’eau distillée, puis

mises en ébullition ;

- ensuite, des contrdles du pH sont effectués avant la mise en bouteille ou flacons

ou tubes que I’on mette ensuite a stériliser dans I’autoclave ;

- enfin, les produits sont conservés au réfrigérateur jusqu’a la consommation.
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Le mode d’acquisition des réactifs doit suivre systématiquement et strictement la
procédure administrative. Cependant, cette proceédure engendre plusieurs contraintes : la
lenteur de la procédure, la précision pointue en matiere de nomenclature des réactifs et
consommables éditée dans les documents de commande.

A la réception des produits, la conformité des produits indiquée dans le cahier
des charges définis lors des commandes est vérifiée.

A chaque reéactif s’accompagne les documents concernant la conservation, le
mode d’emploi, le numéro de lot, qui sont gardés jusqu’a I’épuisement du lot. On préte
attention aux dates de péremption de chaque produit.

Concernant les reactifs préparés au laboratoire, le contrdle qualité n’est effectué
gu’apres une constatation d’une anomalie en cours de manipulation de chaque produit.
Aucun document de tracabilité de chaque lot n’existe au laboratoire.

4- PHASE PREANALYTIQUE

4.1- Accueil du public

Le laboratoire a mis en place un systeme d’accueil des patients. Ce systéme est
composé de :

- un guichet qui édite I’Avis des Sommes a Payer: c’est le premier point de
contact entre les laboratoires et le patient. On y recueille I’ordonnance médicale et
informe le patient sur les sommes qu’il doit verser pour I’exécution des analyses
indiquées ;

- un centre de préléevement: c’est I’endroit ou I’on pratique les prélevements
proprement dits. Les patients peuvent aussi y recevoir des informations concernant les
analyses et plus particulierement les conditions requises pour un prélevement donné.

Il existe, a I’usage des consultants, un fléchage et un signalement explicite du
laboratoire. L affichage de I’heure des prélevements est bien indiqué.

Il 'y a une possibilité de stationnement a proximité du laboratoire mais pas de
stationnement réservé pour les personnes handicapees. Les personnes handicapées ont
des problémes pour I’accés au laboratoire car le laboratoire se situe au 1* étage et il n’y
a pas de rampe d’acces.

Il existe des sanitaires adaptés a la fonction de prélévement et au confort des
patients séparés pour Hommes et Femmes, mais pas de sanitaires spéciaux pour

handicapés.
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L’accueil de chaque patient pour I’enregistrement de son état civil et des
examens prescrits ainsi que pour la delivrance de conseil s’opere dans un local isolé
phoniquement de la salle d’attente.

Les personnes ayant acces aux donnés médicales sont sensibilisées a la notion de

secret médical.

4.2- Recueil des échantillons

Il existe une liste des personnes autorisées a pratiquer le recueil des échantillons
et un guide écrit de bonne exécution de recueil des échantillons bactériologiques détaillé
et facile a comprendre, a I’usage des diverses personnes chargées de cette execution :
biologistes, médecins, infirmiers, techniciens, étudiants et pour certains prélévements
comme les urines, le patient lui-méme.

Les points suivants sont spécifiés :

- matériels utilisés,
- lafagon de s’en servir,
- le volume d’échantillon requis,
- le mode d’étiquetage des échantillons,
- comment remplir le formulaire d’examen,
- les précautions d’hygiene a respecter,
- les conditions de conservation des échantillons,
- laliste des principales causes de non-conformité.
Pour chaque demande d’examens, un traitement en non-conformité est mis en

ceuvre chaque fois que I’un des points suivants fait défaut :

un identifiant univoque,

- le nom du prescripteur,

- I’examen a realiser,

- la date et I’heure du prélevement,

- les renseignements cliniques et/ou thérapeutiques nécessaires a la réalisation de
I’examen et a son interprétation.

L’heure d’arrivée ou de reception des échantillons sera marquée sur la fiche

accompagnant le prélevement.
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5- PHASE ANALYTIQUE
5.1- Disposition générale

Le laboratoire dispose de trois paillasses :

- une pour le frottis cervico-vaginal (FCV) et la coproculture,

- une pour la recherche de bacilles acido-alcoolo-résistants (BAAR),

- et une qui est destinée aux autres prélévements comme I’urine (ECBU, culot
HLM), les pus, les frottis urétraux, les liquides de ponctions divers (LCR, liquide
pleural, liquide d’ascite, ...).

Ces paillasses sont assurées par trois médecins assistants généralistes et trois
techniciens de laboratoire. Le déroulement des actes se fait comme suit: apres
vérification des échantillons (le prélévement, les données concernant le prélévement :
identité, ordonnance toute entiére....), I’enregistrement manuel est effectué dans le
cahier de paillasse. Puis les échantillons sont distribués aux paillasses correspondantes
pour étre manipulés. Enfin, les résultats sont transcrits manuellement dans le méme
cahier de paillasse.

Sur la feuille de travail, I’identifiant de la personne réalisant I’analyse n’est pas
mentionné.

Il n’existe pas de procédures ecrites et explicites détaillées sur la réalisation
technique de toute analyse, ni de modes opératoires incluant les méthodes utilisées ni de
modes d’utilisation des instruments.

5.2- Controdle qualité

Le laboratoire participe a des évaluations externes de la qualité. La qualité de
nos antibiogrammes réalisés par méthode manuelle est contrdlée régulierement avec des
souches ad hoc déposées dans une collection internationale. Le laboratoire ne possede
pas de méthode automatisée pour contréler la qualité des antibiogrammes.

Le laboratoire n’utilise pas de procédure écrite pour la conservation des souches

utilisées pour le contréle qualité.

5.3- Continuité de service

Pendant les heures ouvrables, le laboratoire dispose d’un systéeme de prise en
charge des examens urgents. En dehors des heures ouvrables, le laboratoire reste fermé,

c'est-a-dire qu’il n’y a pas de garde.
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5.4- Validation analytigue

Les Régles de validations analytiques adoptées par le laboratoire sont celles de
la Société Francaise de Microbiologie (SFM).

La validation analytique est faite par les manipulateurs. Le nom et la qualité de
la personne réalisant la validation analytique ne sont pas mentionnés sur la feuille de
travail.

Concernant les caracteres d’identification bactérienne, seuls quelques uns (les

plus tranchants) sont mentionnés dans le cahier de paillasse mais pas tous.

6- PHASE POSTANALYTIQUE
6.1-Validation biologique

La validation biologique est réalisée par le biologiste apposant sa signature sur
les résultats en connaissant les informations portées sur la fiche de prelévement.

6.2- Compte rendu d’analyse

Le compte rendu d’analyse comporte les éléments suivants :
- papier aen téte,
- nom du patient,
- coordonnés du prescripteur,
- numéro de référence interne du laboratoire,
- date de la réponse,
- date et heure du prélévement,
- renseignement clinique,
- nom et signature d’un biologiste du laboratoire,
- lerésultat de I’analyse avec commentaire éventuellement.

6.3- Transmission des résultats (au patient, au prescripteur)

Le laboratoire n’a pas la possibilité de connaitre le délai moyen de transmission
des résultats, c'est-a-dire le temps séparant I’obtention d’un résultat de sa prise en
compte par le clinicien.

La transmission des résultats ne s’effectue pas par voie télématique ni par voie
postale. Ce sont les personnels des services cliniques prescripteurs ou un membre de la
famille des patients ou le patient lui-méme qui récupere les résultats au laboratoire et les

transmettent au médecin traitant. Il existe une procédure d’identification de la personne
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récupérant les résultats en apposant sa signature et son nom dans le cahier de sortie des
résultats.

Le laboratoire veille a ce qu’aucun résultat ne soit transmis a une compagnie
d’assurances, y compris a un médecin de celle-ci.

En cas d’examen demandé en urgence ou d’urgence vitale pour le patient ou la
santeé publique, le laboratoire peut transmettre des résultats partiels avant la validation
biologique de I’ensemble des résultats demandés. Lors du processus de validation
biologique, le médecin traitant est informé que les résultats initialement transmis en
urgence avaient été visés dans leur ensemble par un biologiste, a moins que ce soit le

biologiste lui-méme qui informe le médecin traitant sur les reésultats observés.

7- HYGIENE - SECURITE
Pour I’hygiéene et la sécurité au labo, plusieurs documents édités par le

Service d’Hygiene Hospitaliere sont mis a la disposition de ’'UPFRM. A part cela, le
laboratoire dispose d’autres documents édités par I’OMS. Cependant, le laboratoire a
beaucoup de difficultés a mettre en ceuvre toutes les recommandations inscrites dans ces
documents.

1. Concernant le transport des échantillons biologiques, le laboratoire ne
posséde pas de procédures de conduite a tenir écrites en cas d’accident sur la voie
publigue. Cependant, chaque médecin prescripteur est sensé connaitre toutes les
conditions de transport des échantillons biologiques. Et la plupart des dispositifs de
transport des échantillons vers le laboratoire ne sont pas correctes. Il n’y a pas de
formation pour les personnes réalisant le transport des eéchantillons biologique
directement donnée par le laboratoire.

Le laboratoire accepte I’envoie par la poste des échantillons biologiques a risque

et il connait et respecte les contraintes de ces envoies.

2. A propos des informations sur les risques biologiques et leurs
préventions, le laboratoire informe la médecine de travail des risques spécifiques
encourus par chaque catégorie de personnel. Toute personne nouvelle au laboratoire
recoit une formation vis a vis des risques infectieux et de leur prévention. L’ensemble

du personnel a recu une formation concernant la conduite a tenir en cas d’accident
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d’exposition au sang ou a un autre liquide biologique, d’ailleurs la conduite a tenir en
cas d’accident d’exposition au sang ou a un liquide biologique fait I’objet d’une affiche.
Les stagiaires au laboratoire bénéficient des actions préventives octroyées par
I’université.
La conduite a tenir en cas de bris ou de fuite d’un récipient contenant un
échantillon biologique n’est pas codifiee dans un plan écrit de sécurité biologique.
Enfin, le laboratoire n’a pas mis en place une signalétique indiquant le risque de
danger biologique.

3. Concernant la disposition du laboratoire, le local de travail n’est séparé
du couloir public qu’avec une seule porte ordinaire. Les dangers de contaminations
biologiques sont énormes. Le laboratoire essaye alors de limiter au maximum la facilité
aux acces pour les personnes étrangeres au service.

Concernant la conduite pour toute personne qui circule au laboratoire, des regles
sont élaborées tels que :
> I’interdiction de pipeter a la bouche, de manger, de boire et de fumer,
> le port obligatoire de tenue de travail,
> le port des gants pour toutes les manipulations sous hotte ou non:
- lors des prélevements bactériologiques,
- le déballage des prélevements,
- I’ouverture des différents tubes de prélévements.
Le port des gants a proximité d’une flamme n’est pas interdit au laboratoire.
Pour le nettoyage et la désinfection au laboratoire, il n’existe qu’un seul poste de
lavage des mains et qui comporte outre I’eau et le savon un antiseptique qui est I’alcool.
Dans la salle de prélevement, il n’existe pas de savon liquide ni d’essuie main a
usage unique ni de tenue de protection.

4. Concernant le nettoyage des surfaces, il existe des proceédures écrites
qui décrivent le nettoyage et la désinfection des postes de travail, des sols, des surfaces
(hors paillasse), et des sanitaires.

Les incubateurs et les réfrigérateurs sont désinfectes irréguliérement, la plupart
du temps seulement en cas de contamination massive. Par exemple la contamination par
le bacille pyocyanique.

Les personnes chargées de ces fonctions ont recu une formation spécifique.
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5. Concernant le tri et le traitement des déchets, le laboratoire a une
procédure écrite. Le laboratoire a des filieres distinctes pour le ramassage et le stockage
des déchets selon leur nature (couleur des sacs ou de conteneurs,...).

Concernant I’autoclavage des déchets, le laboratoire ne possede qu’un autoclave
destiné a la stérilisation. Les dechets a risque infectieux ne pourront alors étre
préalablement autoclavés.

Les déchets a risque infectieux (produit biologique, divers matériels contaminés)

sont incinérés par une filiére autorisée.



TROISIEME PARTIE
COMMENTAIRES DISCUSSION ET SUGGETIONS
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COMMENTAIRES DISCUSSION ET SUGGESTIONS

En pathologie infectieuse, le laboratoire de bactériologie est une unité
paraclinique indispensable dans la prise en charge du patient. Il a le principal réle de
déterminer I’éventuel agent pathogéne ainsi que le principal moyen de lutter contre cet
agent par I’établissement de I’antibiogramme y afférent. Pour arriver a cette fin, le
laboratoire doit disposer de plusieurs moyens surtouts matériels en vue des réalisations
techniques. Cependant, méme en possession de tous les matériels quel qu’il soit, cela ne
suffira pas pour le laboratoire d’assurer sa fonction dans les normes. Une politique
d’organisation générale est indispensable. Cette politique générale devrait étre basée sur
des textes officiels. Or a Madagascar, aucun texte régissant le bon fonctionnement d’un
laboratoire n’est encore disponible pour I’heure actuelle. Nous fonctionnons alors par
tatonnement et cela par I’application des normes éditées par les pays avancés ou par
I’OMS, normes adaptées avec les moyens existants sur place. Il n’y aura jamais donc de
rigueur en matiere d’assurance qualité. Or I’assurance qualité est la base d’un résultat
juste garant d’une prise en charge thérapeutique adéquate pour le patient.

Dans les pays industrialisés, en France par exemple, le Guide de Bonne
Exécution des Analyses (GBEA) a été mis en place il y a une dizaine d’années. Ce
guide est régi par des textes Iégaux. Son application a fait I’objet d’une évaluation. En
bactériologie, cette évaluation a été concrétisée a I’aide du document EVALMIC (10),
document dont I’utilisation nous semble étre judicieuse dans notre étude. Actuellement,
en France, chaque unité de laboratoire dispose d’un document consultable par tous les
personnels qui en ont besoin et a n’importe quel moment dans I’exécution de leurs
taches quotidiennes.

1- ORGANISATION GENERALE DU LABORATOIRE
Comme tout laboratoire de bactériologie clinique, I’'UPFR microbiologie du

CHU d’Antananarivo effectue toutes les activites tant administratives que techniques, et
arrive a les assurer malgré les difficultés rencontrées durant son fonctionnement.

En méme temps, le laboratoire par I’intermédiaire de son chef de service essaie de
mettre en place le systéme qualité malgré ces difficultés.

L'assurance qualité, c'est officiellement I'ensemble des activités préétablies et

systématiques mises en oeuvre dans le cadre d'un systéme qualité et démontrées en tant
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que de besoin, pour donner la confiance appropriée en ce gqu'une entité satisfera aux
exigences pour la qualité, c’est a dire I’ensemble des dispositions prédéfinies et
systématiquement appliquées dans le but de donner confiance aux clients que ces
exigences seront respectées (11). Ces dispositions sont décrites dans des normes (dont le
GBEA en est un exemple).

Actuellement, le laboratoire de bactériologie de ’HJRA se réfere a ces différents
documents étrangers, des adaptations sont alors mises en ceuvre surtout dans le domaine
technique. L avantage majeur de cet acte c’est d’avoir une ligne de conduite directrice
pour obtenir des résultats justes, a partir de différentes recommandations qui sont toutes
considerées comme normes. L’inconvénient c’est que I’adaptation effectuée ne pourra
pas faire I’objet d’une validation vu qu’aucun texte officiel n’est établi concernant
I’assurance qualité. La technique adaptée ne pourra pas faire non plus I’objet d’une
comparaison avec celle appliquée a la lettre conduite par le GBEA. Seuls les résultats
sont valides apres constatation des résultats de contréle de qualité externe entrepris par
le laboratoire.

L'assurance qualité correspond a une obligation de moyens (12). Et rappelons
que les biologistes, contrairement a leurs confreres cliniciens, ont une obligation de
résultats. Elle s'intéresse avant tout a la confiance que doivent avoir les « clients », alors
il est important de mettre en ceuvre ce systeme qualité dans notre laboratoire. Sa mise en
ceuvre nécessite bien sr des moyens dont I’acquisition devrait faire intervenir
différentes entités : politique généerale du gouvernement, du ministére de la santé, de
I’établissement hospitalier et du laboratoire.

Concernant la documentation, nous pensons qu’il serait mieux d’éditer des
documents écrits propres au laboratoire de bactériologie du CHU sur cette démarche
qualité. Ce serait des documents de base qui pourraient d’ailleurs étre pris comme
références pour tout Madagascar.

Alors gu’une démarche qualité apporte une plus grande rigueur dans les
méthodes de travail et dans I'organisation, une meilleure definition des fonctions et des
responsabilités, une harmonisation des pratiques, le suivi des non-conformités et des
dysfonctionnements est toujours une priorité. A ce niveau, la gestion de la qualité
rejoint la gestion et la prévention des risques. C'est l'intérét principal de la qualité. De

méme dans tout référentiel, la rédaction de documents qualité interne est incontournable
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et impose de passer d'une tradition orale a I'écrit. Ces documents indispensables sont le
garant de la tragabilité de toutes les actions. (13)

Les moyens de communication entre les personnels du laboratoire sont les notes
écrites et réunions. Cette méthode permet au laboratoire de faire face rapidement aux
différents problémes qui peuvent survenir inopinément. L’adaptation est de rigueur et
I’information rapide des personnels du labo sur les mesures prises permet d’assurer la
continuité du travail.

Concernant I’archivage, le laboratoire détient plusieurs données de résultats
d’analyse bactériologique datant de plus de 20 ans. Ces données sont conservées sur des
supports papier sous forme de cahier. Ces données ont une grande valeur scientifique.
Effectivement, a partir de ces données, nous pouvons étudier I’évolution des phénotypes
de résistance des souches isolées durant une période assez longue. Nous pouvons
également déterminer I’évolution de la nature de la population bactérienne isolée des
différents prélevements. Cependant, un probléme pourrait se poser: les méthodes et
techniques d’analyse appliquées durant cette époque sont différentes de celles
appliquées actuellement. Les résultats ne pourraient alors pas tous étre comparables.
Seules les méthodes conservées dans des documents écrits et que 1’on pourra reproduire
comparatives. Malgré ces méthodes évolutives, le laboratoire de bactériologie applique
encore actuellement des techniques de bases d’identification bactériologique, techniques
appliquées depuis toujours.

Malheureusement, faute d’infrastructure adéquate, ces documents archives sont
entassés dans un petit local situé dans le laboratoire lui-méme ou la conservation est
compromise. Le local est accessible par tous et cela constitue un danger du point de vue
secret médical. Ces documents subissent facilement des altérations (humidité,
poussiéres). Nous pensons qu’il serait préférable de conserver tous les dossiers dans un
endroit hors du local de laboratoire, loin de I’humidité, dans un bureau fermé a clef avec
des réglements d’acces écrits.

Concernant la gestion de la logistique c’est a dire des réactifs et consommables,
toutes les UPFR du CHU rencontrent réguliéerement des problemes
d’approvisionnement. Les problemes viennent surtout du budget alloué aux achats de
réactifs et consommables qui est restreint et n’arrive pas a suivre les besoins des

laboratoires, besoins en fonction du débit des patients qui fréquentent les laboratoires.
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Ce budget est déterminé par I’Etat malagasy et géré par I’administration étatique.
Parfois, il est nécessaire de diminuer les commandes donc les besoins ne seront jamais
satisfaits.

Durant notre stage dans le laboratoire, nous avons constaté cette lacune en
matiére d’approvisionnement. Le débit annuel des activités du laboratoire est alors tres
irregulier. Parfois, il y a des moments ou les réserves en réactifs sont épuisées et le
laboratoire est obligé d’arréter pendant un certain temps ses activités, et qu’il faut
attendre encore la prochaine commande et ainsi de suite. Et les premiéres victimes qui
subissent les conséquences sont les patients qui sont obligés d’effectuer beaucoup de
déplacements dans la ville pour trouver un laboratoire qui traite la bactériologie. Le seul
par I’intermédiaire du responsable de I’'UPFR.

L’établissement des états de commandes est effectué par les agents
administratifs du département laboratoire, de I’établissement hospitalier, du CHU
Antananarivo et du Ministére de tutelle. Nous trouvons que cela engendre un grand
retard a I’approvisionnement du labo, ils mettent beaucoup de temps pour étudier les
dossiers et aussi pour commander les réactifs. Nous pensons que I’autogestion de
I’approvisionnement par le département ou tout au plus par I’établissement serait
souhaitable. Etant donné que les patients payent toutes les sommes des analyses a
effectuer, les fonds recus devront alors étre restitués pour I’achat de nouveaux réactifs et
ainsi de suite. Un contr6leur de I’Etat pourrait y intervenir pour suivre uniquement les
mouvements des fonds. Sinon, il serait souhaitable que le budget pour les laboratoires
soit augmenté, parce que la gestion et I’achat de réactifs et de consommables
conditionnent en grande partie la qualité de la phase analytique.

2- EQUIPEMENT
Lors de la construction de I’hépital, vers les années 70, le laboratoire a été doté de tous

les instruments nécessaires au diagnostic bactériologique. La plupart de ces instruments
sont actuellement usés. Le manque d’entretien n’empéche pas certains matériels d’étre
encore utilisables. L’entretien régulier des matériels s’avere tres difficile a effectuer, vu
le colt que cela peut procurer et que le budget ne pourra pas subvenir. Pour un bon
fonctionnement du laboratoire pour le diagnostic et les recherches, nous pensons que
tous les matériels du laboratoire devraient étre rénovés. Un budget devrait étre alloué a

I’entretien de ces différents matériels. Tous ces équipements devraient suivre également
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I’évolution de la technologie de la biologie médicale, étant donné que nos souches
bactériennes subissent une évolution génotypique comme toutes les souches rencontrées
partout dans le monde.

Concernant le systeme informatique, L’UPFRM posséde un ordinateur
individuel pour gérer les activités du laboratoire, surtout les activités de secrétariat. Pour
I’instant, le seul systeme suffit a faire tourner le labo, étant donné que le laboratoire de
bactériologie ne posséde aucun automate et que le débit des activités est encore petit. Le
systeme est connecté sur internet, ce qui constitue un grand avantage pour le laboratoire
en matiere de recherches documentaires et de communications avec les différentes
institutions tant nationales qu’internationales. Nous pensons qu’une connexion interne
en réseau entre les différentes UPFR s’avere nécessaire, pour confronter toutes les
données biologiques possibles concernant un patient, ceci afin de faciliter la validation
microbiologique, aussi de pouvoir pousser les investigations pour un diagnostic plus

assure.

Concernant quelques matériels indispensables dans un laboratoire de
bactériologie, I’'UPFR ne posséde pas de centrifugeuse. En cas de besoin, le personnel
est obligé d’aller dans d’autre laboratoire pour faire la centrifugation. Ce déplacement
constitue un danger public vu le risque de contamination biologique que cela peut
engendrer. C’est aussi une source de perte de temps parce que parfois, il faut attendre
que d’autre technicien arrive plus tot finisse sa centrifugation. En bactériologie, le
laboratoire doit avoir sa propre centrifugeuse et que personne d’autre n’ait pas le droit
de I’utiliser. Le risque d’émanation de particules microbiennes pendant la centrifugation
est énorme, ce qui augmente alors les risques de contamination biologique.

Concernant les étuves bactériologiques, elles sont toutes fonctionnelles. Ce sont
des étuves destinées aux cultures en aérobiose. Les températures sont contrdlees
régulierement. Les probléemes viendraient d’une éventuelle anomalie de tout le systeme
électriqgue du laboratoire du fait que le laboratoire n’est pas relié a un groupe
électrogene ni a un onduleur. Nous pensons que ce genre d’installation est indispensable
pour un laboratoire de bactériologie vu la nécessité d’une température constante pour la
croissance bactérienne en cour de culture. Concernant les éventuelles contaminations

des cultures en cours d’incubation, elles sont rares.
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Concernant les réfrigérateurs, les problémes viendraient aussi des instabilités du
courant électrique du laboratoire, ce qui ne fera que des conséquences néfastes pour
I’appareil lui-méme et surtout pour les réactifs qui y sont conservés. Une chambre froide
est préférable au réfrigérateur pour la conservation des réactifs vu sa capacité et son
moindre influence en matiére de changement de température en cas de coupure de
secteur de courte duree.

Concernant les hottes bactéeriologiques, le laboratoire dispose de 2 enceintes de
sécurité biologique de classe | sans filtre HEPA. Cela ne suffit pas a assurer la sécurité
pour les contaminations bactériologiques (4). En plus ces hottes datent de la
construction de I’établissement et leur entretien technique est presque inexistant. Seul
I’entretien journalier apres chaque utilisation est entrepris. Nous pensons que chaque
local ou I’on manipule des prélevements biologiques doit étre doté d’enceintes de
sécurité d’au moins classe 11, étant donné qu’un laboratoire de bactériologie manipule
tous les microorganismes jusqu’au groupe de risque 4. Ces enceintes (annexes 1 et 2)
sont congues pour éviter que le manipulateur, le local du laboratoire et les matériels de
travail ne soient exposés aux aérosols ou éclaboussures infectieux qui pourraient se
produire lors de la manipulation de matériels biologiques contenant des agents
pathogenes, comme les cultures primaires, les souches pour les cultures et les
échantillons destinés au diagnostic. Les aérosols se produisent lorsqu’on secoue, verse,
agite, ou fait tomber un liquide goutte a goutte sur une surface ou dans un autre liquide.

Concernant les microscopes, le laboratoire dispose de 3 microscopes
binoculaires. Ces microscopes sont vieux d’une quinzaine d’années et manquent
d’entretien. Nous pensons que le laboratoire mérite d’étre doté de nouveaux
microscopes étant donné que la microscopie est un acte de base dans le diagnostic
microbiologique.

Au total, concernant I’équipement du laboratoire, I’'UPFR posséde tous les
matériels de base pour fonctionner, a part la centrifugeuse. La plupart de ces matériels
sont usés et manque d’entretien. Alors que les activités demandent une assurance
qualité, une remise en état de cet équipement s’avere donc nécessaire, équipement
accompagne de toutes les instructions y concernant. L assurance qualité ne dépend pas
uniquement des matériels mais aussi des réactifs et surtout de la maniére dont on les

utilise, guidée par les bonnes pratiques de démarche diagnostique bactériologique.
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3- REACTIES

Le laboratoire de bactériologie utilise deux types de réactifs: les produits préts a

I’emploi et les produits a préparer. La production est limitée par la disposition des
réactifs de base en stock, conditionnée par un approvisionnement continu.
Actuellement, cette production est destinée uniquement pour I’utilisation locale de
I’lUPFR. Auparavant, le laboratoire fabriquait et envoyait des milieux dans d’autres
laboratoires en dehors de la capitale.

La capacité de produire des milieux de culture et réactifs sur place constitue un
grand avantage pour un laboratoire de bactériologie. Cet avantage réside en plusieurs
points :

- les réactifs de bases codtent moins chers donc cela donne un grand avantage
financier,

- les éventuelles anomalies des préparations peuvent étre vite réparées puisque les
lieux de production et d’utilisation ne sont pas eloignés,

- les controles de qualité peuvent étre effectués a n’importe quel moment de la
production jusqu’a I’utilisation,

- en cas de besoin immediat en réactifs ou milieux de culture trés specifiques, il

est possible de les fabriquer sur place a partir des réactifs de bases disponibles.

Des précautions sont a prendre concernant ces réactifs : il faut rigoureusement
respecter les conditions de conservations indiquées par les fabricants, faire attention a la
date d’expiration des produits. Quant a la fabrication des différents milieux de culture et
réactifs, le pH est un point capital a respecter. Et une fois que les produits soient finis,
des contrdles sont effectués : contrdle de stérilité, controle de qualité. L’établissement
de fiche de tracabilité de chaque produit fini serait souhaitable. Ceci dans le but de
faciliter les contrbles et de remédier aux éventuelles anomalies constatées lors des
manipulations.

4- PHASE PREANALYTIQUE
La phase préanalytique est fondamentale en bactériologie. Cette phase regroupe

plusieurs points: la prescription médicale effectuée par le médecin traitant,
I’information des patients sur les précautions nécessaires a prendre avant d’effectuer un
prélevement, I’acte de prélevement de [I’échantillon biologique a analyser,

I’acheminement de cet échantillon au laboratoire, les différentes manipulations a faire
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sur I’échantillon avant [I’analyse: identification, vérification de la conformité,
conservation.

En bactériologie, on peut tres facilement rendre des résultats erronés si cette
phase n’est pas rigoureusement respectée: rendu d’une contamination ou des
commensaux a la place des pathogenes par exemple.

A I’HIRA, la mise en place du Centre de prélévement est tres importante, du fait
que c’est un des premiers points de contact entre les patients et I’hopital. Les patients y
analyse. lls y préparent les divers papiers administratifs, payent les sommes destinées
pour effectuer I’analyse, déposent les prélevements quand ceux-ci ne sont pas effectués
sur place. C’est aussi I’endroit ou les patients récuperent les résultats d’analyse
effectuée. En quelque sorte c’est I’accueil pour le public qui vient pour les analyses
médicales. Nous pensons que le systeme d’accueil a I’'HJRA est une bonne chose.
Cependant quelques points méritent d’étre améliorés :

- le recueil des informations concernant le patient devrait étre effectué sur un
systeme informatique connecté avec tous les laboratoires, systéme permettant de
focaliser en un point le dossier du patient indiquant son état civil jusqu’aux résultats
d’analyses biologiques ;

- Pinfrastructure réservée aux personnes handicapées devrait étre prise en
considération ;

Pour I’acte de prélévement proprement dit, il faudrait revoir tous les dispositifs existants
au Centre, particulierement les mobiliers.

Concernant les prélevements bactériologiques effectués au Centre, I’acte est
effectué par des personnes expérimentées. L’existence du guide écrit de bonne
exécution de recueil des échantillons bactériologiques est trés important. Ce guide, étant
détaillé et facile a comprendre, permet d’assurer I’obtention d’échantillons biologiques
de qualité. La personne qui effectuera le prélevement procede d’abord a la vérification
de l'identité et de la nature des examens prescrits. Ensuite elle informe le malade sur le
prélevement qui va étre pratiqué, puis prépare les matériels de prélevement. Cette
procédure est indispensable comme I’indiquent aussi certains auteurs. (14)

Le recueil de ces échantillons doit étre effectué dans des conditions techniques
d'asepsie pour éviter au maximum leur contamination par des bactéries commensales.

Selon leur localisation anatomique et les signes cliniques, des techniques de
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prélevement particulieres sont utilisées pour rechercher spécifiguement certaines
bactéries. C’est ce que préconisent aussi certains auteurs. (15)

A larrivée au laboratoire, les échantillons biologiques sont vérifiés. Les non-
conformités éventuelles doivent étre détectées et un traitement spécifique doit leur étre
appligué. Ces non-conformités sont nombreuses en raison des contraintes qui pesent sur
I'obtention d'échantillons de qualité.

Le Guide de bonne exécution des analyses (GBEA) stipule que le biologiste doit
refuser tout prélevement effectué dans des conditions incorrectes. Le biologiste est
responsable des échantillons biologiques acceptés dans son laboratoire. Il doit refuser
techniques mises en place. Le motif de ce refus est porté a la connaissance du médecin
prescripteur a I’aide d’une fiche de non-conformité signée par le biologiste, la dite fiche
renvoyée par le medecin prescripteur au biologiste apres signature et correction des
anomalies.

Il est important d'identifier et de gerer chaque non-conformité pour deux raisons:

- pour que chaque analyse soit réalisée le mieux possible,
- pour qu'une vue globale des non-conformités par unité de soin puisse étre
régulierement adressée au chef de service ou au prescripteur.

Parce que des travaux menés en France en 2006 ont montré qu’entre 5 et 20%
des prélévements transmis pouvaient étre non-conformes et que les erreurs étaient
frégquentes a ce stade. (16)

Le fait d’appliquer rigoureusement cette procédure permet d'améliorer la qualité
des échantillons biologiques.(17)

5- PHASE ANALYTIQUE
La phase analytique est I’étape aboutissant au diagnostic bactériologique.

Plusieurs méthodes et procédés « aux normes » sont disponibles. Chaque pays adopte ce
qui lui convient.
L’UPFR microbiologie de I’HJRA suit la procédure de diagnostic
bactériologique classique qui comprend les étapes suivantes:
- I’examen direct,
- la culture et I'isolement sur différents milieux de culture produits par le
laboratoire lui-méme,

- I’identification bactérienne,
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- et I’antibiogramme.

Un point important mérite d’étre souligné : il n’y a aucun document écrit sur la
procédure appliquée par le laboratoire et qui lui est propre. Seulement, nous avons
constaté qu’elle est basée sur le GBEA francais et adaptée aux conditions materielles
existantes. Le laboratoire prend aussi en considération et adopte les recommandations
émises par I’OMS.

Nous pensons que I’adaptation d’une technique bactériologique devrait étre
validée. Or ce n’est pas le cas pour I’'UPFR. Cependant, les contrdles de qualité internes
et externes entrepris par le laboratoire montrent des résultats satisfaisants.

Au laboratoire, le déroulement des actes techniques est assuré par des médecins
généralistes et des techniciens de laboratoire. Nous pensons qu’il serait judicieux si des
biologistes integrent I’équipe de paillasse. Cela diminuerait le risque de passer a cété du
« vrai » diagnostic. Malgré cela, des formations continues garantissant leur compétence
sont assurees.

Quotidiennement, ils assurent les analyses en temps normal. Cependant, un systeme de
prise en charge des examens urgents est entrepris par le laboratoire mais il n’y a pas de
garde.

Concernant I’antibiogramme, sa confection est un des objectifs de I’analyse
bactériologique. Sa qualité doit étre contr6lée régulierement. L’UPFR suit les regles du
Comité antibiogramme de la Société frangaise de microbiologie pour la confection ainsi
que pour I’interprétation. Quant a sa qualité, elle est controlée par méthode manuelle en
collaboration avec I’OMS et cela constitue un point fort pour le laboratoire.

Le résultat de la phase analytique dépend fortement de la qualité des réactifs
mais aussi d’une bonne application des procédures mises en place.(18)

6- PHASE POSTANALYTIQUE

Cette étape consiste en premier lieu en la validation biologique qui est destinée a

vérifier la cohérence et la vraisemblance de I’ensemble des résultats des analyses d’un
méme patient, compte tenu de son état clinique, des traitements subis et des résultats
antérieurs disponibles.

Pour I’'UPFRM, la méthode de validation biologique est comparable a celle de
la littérature et sous la responsabilité du biologiste. Le biologiste prend contact autant

que possible avec le clinicien prescripteur en cas de besoin.
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En deuxieme lieu, la phase post analytique consiste en I’édition des résultats
ainsi qu’en leur émission. L’édition des resultats au sein de I’UPFR s’effectue aprés la
validation biologique effectuée par le biologiste. Les résultats sont ensuite acheminés
vers le Centre de prélevement pour les malades externes, et récupérés au laboratoire
méme par les servants de chaque service clinique concerné pour les malades
hospitalisés. Ce systéeme facilite et assure I’acheminement du résultat papier vers le

prescripteur.

/- HYGIENE - SECURITE

-----

Service d’Hygiene Hospitaliere et mis a la disposition de toutes les unités de soins et
paracliniques, le laboratoire a beaucoup de difficultés & mettre en ceuvre toutes les
recommandations prescrites. Cela vient surtout de I’irrégularité de I’approvisionnement
des différents consommables.

Concernant le transport des échantillons biologiques, la formation des
personnels assurant les transports et la mise en place de procédures validees et diffusées
définissant la conduite a tenir en cas d'incident permettrait d'accroitre le bénéfice de ces
systemes de sécurité. Le laboratoire essaie de mettre en place les informations sur les
risques biologiques et leurs préventions pour le personnel et les personnes étrangeres au
laboratoire. Nous pensons que I’information et la formation en matiére de securité
biologique nécessite la participation de tout le monde : les personnels médicaux,
paramédicaux, les patients eux-mémes lors de leur passage au Centre de prélevement,
puisque les risques biologiques constituent un grand danger pour la santé publigue.

Les dangers de contaminations biologiques sont énormes au laboratoire a cause
du local qui n’est pas adapté et inadéquat. Beaucoup de monde étranger au service
circule tout pres du local de manipulation. Ceci doit conduire a une mise en place de

normes de locaux au laboratoire.

Le laboratoire dispose de procédures écrites pour le nettoyage et la désinfection
des locaux qui sont assurés par une personne formée, ainsi que pour le tri et le
traitement des déchets. Les déchets a risque infectieux sont directement incinérés par

une filiére autorisée.
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CONCLUSION

Au niveau d’un laboratoire de biologie médicale, le Directeur du laboratoire est
le premier responsable sur tous les domaines : administratif, technique (soins), sécurité
biologique et hygiéne hospitaliére. Cela nécessite des régles bien précises, régles a
suivre rigoureusement, de type GBEA ou Guide de bonne exécution des analyses.

Or a Madagascar, il n’y a aucun texte réglementaire qui régit la création ou le
fonctionnement d’un laboratoire de biologie médicale. Alors nous nous sommes référés
aux regles étrangeres (France, Suisse, OMS), et nous avons constaté durant notre
dernier semestre de stage d’Internat, en Bactériologie dans un Centre Hospitalier
Universitaire, que le laboratoire manque de certaines «normes» (en matiére
d’administration et technique). Nous avons alors procédé a la description de toutes les
anomalies ainsi que les potentiels du laboratoire. Nous les avons ensuite comparé aux
documents en notre possession et tiré les possibilités d’améliorations applicables par le
laboratoire pour le bien des patients en premier lieu, et des manipulateurs (techniciens et
tous ceux qui travaillent au laboratoire) en second.

Et une coopération clinico-biologique est absolument nécessaire pour

réaliser des examens bactériologiques réellement utiles aux patients.
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5.: air ambiant
|:| air potentiellement contaming

|:| air filtré par le filtre HEPA - - -
coupe |latérale

AMNNEXE 1: Représeniation schématigue d'une enceinte de sécurité biologigue de classe [,
A, owverture frontale; B, panneaw d'obssrvation & guiliotine; C, fiftre HEFA monté sur
la conduite d'évacuation; D, galne dévacuation.
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ANNEXE 2: Représeniation schématigue d'une enceinte de sécurité biologigue de classe Il
type A1.
A, owverture frontale: B, panneay d'obssnation & guifoting: C, fiffre HEPA d'évacua-
tion: D, chambre de distribution arriére; E, filfre HEFA dadmission; F ventilateur.
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RESUME

Le fonctionnement du laboratoire de bactériologie du CHU-JRA Antananarivo a été étudié prospectivement en se
basant sur le document « EVALMIC » édité par le college de Bactériologie-Virologie, Hygiene des hopitaux et de la
Société Francaise de Microbiologie (SFM), version 1.
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Les commandes de réactifs dont le laboratoire aura besoin pendant un temps déterminé, sont sous la Direction de
I’établissement voire le Ministere de tutelle apres dressage de la liste par le Chef de service

Le laboratoire de bactériologie dispose de différents équipements de base pour fonctionner mais la plupart des
équipements en service sont usés et mal entretenus.

L’UPFRM utilise deux types de réactifs: les produits préts a I’emploi et les produits a préparer.

Le systéme d’accueil des patients est composé d’un guichet qui édite I’ Avis des Sommes a Payer et un centre de
prélévement.

Les trois médecins assistants généralistes et trois techniciens de laboratoire assurent alternativement les trois
paillasses du laboratoire.

Concernant la validation biologique des résultats a I’UPFRM, elle est sous la responsabilité du biologiste.
L’application du GBEA s'impose aux laboratoires pour se conformer aux normes et pour améliorer les
performances globales du service.
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SUMMARY

The working of the bacteriology laboratory of the CHU-JRA Antananarivo has been studied prospectivement as
being based on the EVALMIC document published by the college of Bacteriology-Virology, Hygiene of the hospitals
and the SFM, version 1.

This work intends like objective to pull the best methods in order to improve the quality of the service provided
by the laboratory.

The chief of service tries to put the system quality in place in spite of the absence of official committee of
insurance quality. Currently, there is not any document" canvasses quality" writes clean to the “Unité Paraclinique de
Formation et de Recherche en Microbiologie (UPFRM)” nor “Guide de Bonne Execution des Analyses (GBEA)”.

The orders of reagents, whose laboratory will have need during one determined time, are or even under the
Direction of the establishment the Ministry of tutelage after schooling of the list by the Chief of service.

The laboratory of bacteriology has different facilities of basis to function but most facilities in service are used and
pain kept.

The UPFRM uses two types of reagents: the ready to use products and the products to prepare.

The system of welcome of the patients is composed of a ticket window that publishes the opinion of the Sums to
Pay and a center of withdrawal.

The three assistants physicians general practitioners and three technicians of laboratory assure the three works
surfaces of the laboratory alternately.

Concerning the biologic validation of the results to the UPFRM, it is under the biologist's responsibility.

The application of the GBEA imposes itself at the laboratories to conform to the norms and to improve the global
performances of the service.
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