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1. INTRODUCTION.

Le laboratoire d’analyses médicales joue un rédemtsel dans 'amélioration de
la qualité des soins, le suivi des malades et lxedlance des maladies.
Malheureusement, dans beaucoup de pays en voiéwvddogpement, il est vu
comme un appendice accessoire du systeme de sdauté je secteur public, il
est souvent considéré comme un simple consommaleubudget et donc
négligé. Son réle d’appui a la clinique est ing#fhment connu et exploité.

Au Mali, le Ministere de la Santé a entrepris depl®96 un vaste programme
de développement sanitaire afin de donner aux ptipok, un niveau de santé
qui leur permette de mener une vie socialement@i@miquement productive.
L’objectif principal de ce programme était de gairala viabilité du systeme de
santé et la qualité des prestatidi$.

Conscient du role du laboratoire dans I'atteinteeteobjectif, le Ministere de la
Santé a confié a la Direction de la Pharmacie eMédicament (DPM) la
mission d’'«assurer la disponibilité¢ et la qualitésdanalyses de biologie
médicale par niveau de soins ».

L'acte de biologie médicale s'inscrit dans une déhea préventive,
diagnostique, pronostique et thérapeutique. Leobiste ou le responsable de
laboratoire assure la responsabilité de cet acieirguut le prélevement,
I'exécution de l'analyse, la validation des réssiteet si nécessaire leur
confrontation avec les données cliniques et biglogs des patients. Il participe
par ses commentaires, le cas échéant, a l'intatforétdes résultats de I'analyse
de biologie médicale. Ces résultats concourentiagndstic et a la prescription
des soins. C'est pourquoi la recherche de la guddit étre la préoccupation
essentielle et constante du biologiste et de Ifehke du personnel du
laboratoire. La bonne exécution des analyses dedmomeédicale est une des
conditions déterminantes de cette quajité.
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Nous la voulons appliquée au diagnostic de I'infecpar le Virus de I'Hépatite
Virale B (VHB). C’est pourquoi nous nous sommegs$ixes objectifs suivants :
1.1. OBJECTIF GENERAL

Contribuer a l'assurance qualité dans le diagnostiologique du Virus de
I'Hépatite Virale B au laboratoire du CHU Gabri€DURE.

1.2. OBJECTIFS SPECIFIQUES :

- Etudier I'assurance qualité dans le domaine déoladie médicale ;

- Evaluer le laboratoire ;

- Effectuer le diagnostic sérologique du Virus dedfidtite Virale B

- Analyser les résultats de 2008 a 2009 puis cel20d® ;

- Gérer les déchets biomédicaux au laboratoire.
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2. GENERALITES :

2.1. APERCU SUR L’ASSURANCE QUALITE.

2.1.1. Regles de fonctionnement du laboratoire dalyse biomédicale.

2.1.1.1. Organisation.

Tout laboratoire réalisant des analyses de biolomgéicale doit disposer d'un

systeme d'assurance de qualité fondé sur des pmesecet des modes

opératoires écrits concernant les différentes étdpd'analyse et les conditions

de son exécution.

La qualité de l'analyse dépend de l'organisatiaméggde du laboratoire, de la

gualification et de la motivation du personnel aimggie du respect des

procédures opératoires lors des différentes étdpdexécution des examens :

pré analytique, analytique et post analytique.

Un systeme d'assurance de qualité doit étre pemhastedoit conserver une

trace des contrOles effectués et de I'efficac® @ttions correctives. Sans cette

tracabilité, il est difficile, et parfois imposs#ylde retrouver une erreur et/ou

d'en analyser les causes pour en éviter la rapeétiti

L'assurance de qualité des différents servicesroi¢ud'un établissement de

santé doit avoir le méme objecfii]

» Responsabilités de 'administration

Pour assurer la fonctionnalité d’'un laboratoirebd#ogie médicale et la qualité

des analyses, I'administration doit en collaboratevec le biologiste ou le

responsable du laboratoire réunir les préalableaists :

- mettre a disposition des locaux appropriés ;

- mettre a disposition les équipements nécessaimgmi@ils, fournitures de
bureau, outils informatiques...) ;

- recruter les ressources humaines qualifiées et émmies ;

- mettre en place un systeme d’approvisionnementtiftomeel en réactifs,

consommables et petits matériels ;

These Pharmacie 29 Aminata COULIBALY



Contribution a I'assurance qualité dans le diagnostic du virus de 'Hépatite Virale B au CHU Gabriel TOURE

- planifier la formation continue du personnel etpsaticipation aux congres,
colloques, séminaires nationaux et internationaux ;

- mettre en place un mécanisme efficace de motivaiiopersonnel ;

- créer un systeme d’information et de communicatiotinterne et externe
(téléphone, fax, Internet...) ;

- prendre les dispositions pour intégrer le laboratdans un réseau de contrble
de qualité.

L'ensemble du personnel de I'Etablissement Saeitiit étre impliqué dans le

systéme d'assurance de qualité qui est placeé 'sotarité et la responsabilité du

directeur de I'établissemerj2]

¢ Obligations des responsables du laboratoire

» Concernant le personnel :

- établir un organigramme du laboratoire ;

- s'assurer gque le personnel est apte aux tachés gant confiées et assurer la
formation nécessaire a cet effet ;

- s'assurer que chaque opération réalisée au labverast confiée a une
personne présentant la qualification, la formatbhexpérience appropriées ;

- mettre a la disposition du personnel les procédetresodes opératoires ;

- informer le personnel de la mise en place de toateelle procédure et mode
opératoire et de leur(s) modification(s) ultéri€ayeventuelle(s)3]

» Concernant les procédures :

- s'assurer que les procédures en vigueur, écritifjées, approuvées et
datées, sont mises en ceuvre par le personnel ;

- s'assurer que toute modification justifiée de pdocé est écrite, approuvée,
enregistrée, datée, communiquée et que le persesn&drmé a I'application

de cette modification ;
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- s'assurer que toute modification de procédure ptibtede changer le libellé
ou la remise des résultats entraine l'informatian pdescripteur sur les
comptes rendus d'analyses afin d'éviter des iré&pons erronées ;

- conserver un fichier chronologique de toutes les¢adures ;

- veiller a la réalisation, par un personnel qual@iécompétent, de I'exécution
du programme d'assurance de qualité défini pamilbeg

- procéder, en cas de dysfonctionnement révélé gacdetréles de qualité, a
toutes les opérations susceptibles de corrigelamesnalies et s'assurer de
I'enregistrement des mesures correctives entrepeisévaluer leurs résultats ;
s'assurer de la gestion des archives.

» Concernant les installations, I'équipement, l'instumentation, les produits
fongibles et les réactifs :

- s'assurer que les installations, I'équipementnstiimentation du laboratoire
sont fonctionnels ;

- s'assurer que les produits fongibles sont appreprié

- s'assurer que les réactifs sont disponibles, noimg@g, conservés dans les
conditions définies par le fabricant et conformedaaréglementation en
vigueur ;

- s'assurer que les installations, I'équipement, piexluits fongibles et les
réactifs utilisés sont adaptés a I'évolution desnassances scientifiques et
des données techniques ;

- s'assurer que les logiciels utilisés, soit poufolectionnement des appareils,
soit pour l'aide a l'interprétation des résultats)t protégés de toute intrusion
non autorisée et adaptés a I'évolution des coraraiss scientifiques et des
données techniques.

» Concernant la sécurité du personnel :

- s'assurer que les mesures concernant la santéétueté des personnels et la

protection de [l'environnement, notamment lintdidic de fumer et
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I'interdiction d'introduire, de conserver et de smmmer des denrées
alimentaires dans les locaux de prélévements, aiptién des prélevements
et d'analyses, sont appliquées conformément adgsten vigueur et, le cas
échéant, en coordination avec le médecin du tratdd comité d'hygiéne, de
sécurité et des conditions de travail ;

- établir et mettre en ceuvre les procédures appésaielatives a I'nygiéne et a
la sécurité du personnel, par exemple : utilisatd® gants, de verres
protecteurs, changement de blouses et utilisateosud blouses, interdiction
de porter a la bouche des pipettes lors de l'dgpirade liquides, non
recapuchonnage des aiguilles apres prélevemelisatitin de hottes lors de
la manipulation de produits dangereux et/ou comants, nettoyage des
plans de travail et des appareillages avec respestdurées d'action des
désinfectants et des décontaminants ;

- s'assurer du respect des mesures techniques ampoévpour les travailleurs
en fonction de la toxicité des produits employégietla classification des
germes;

- s'assurer de I'élimination des déchets : manipalamserver et éliminer les
déchets en prenant toutes les précautions néaEsspibur eviter les
contaminationg3]

+» Obligations du personnel de laboratoire

Le personnel doit se conformer a toutes les praeddet modes opératoires en

vigueur dans le laboratoire. Le personnel a I'abian d'appliquer les

prescriptions du guide de bonne exécution des examedoit tenir compte de
ses recommandations.

+» Compte rendu d’analyse

Le biologiste ou le responsable du laboratoire ,deit accord avec les

dispositions réglementaires :
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- valider les résultats des examens biologiques agfs assuré que leur
exécution est conforme aux recommandations du guide

- signer les comptes rendus d'analyses ;

- s'assurer que leur transmission se fait dans lkeésdéompatibles avec leur
bonne utilisation clinique et dans des conditioascdnfidentialité préservant
le secret professionnégl]

2.1.1.2. Locaux.

s Aménagement, accessibilité et entretien

Les dimensions, la construction et la localisatean laboratoire doivent étre

conformes a des normes :

- un local de réception ;

- un bureau ;

- un secrétariat et archives ;

- deux salles de préléevement ;

- des salles affectées aux activités techniquestdudéoire ;

- des toilettes.

Le batiment abritant le laboratoire doit étre sépmde ceux des autres structures,

et facile d’acces.

Les zones de stockage des matieres premieres dgfwéactifs toxiques ou

potentiellement dangereux ou contaminants doivieats&parées.

Le nettoyage du matériel et le tri des déchetseatige faire dans des conditions

de sécurité pour le personnel et pour la qualittahalysed2]

%+ Sécurité

Pour des raisons de sécurité des personnes, dié@télgs processus et de

confidentialité, l'acces des locaux est réservé aiilisateurs autorisés. Les

mouvements des visiteurs et intervenants extérsansstrictement limités.

Les locaux sont équipés de dispositifs de protectiontre le feu, d'alarme et

d'extinction suffisants et bien répartis. lls pauv&tre évacués rapidement.
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Les risques chimiques, microbiologiques ou raditsasbnt confinés.

2.1.1.3. Equipements.

Un laboratoire réalisant des analyses de biologéglicale doit disposer du
matériel adéquat et doit s'équiper de tout le netéécessaire en fonction des
analyses, y compris les analyses d'urgence qolhaeeffectuer.

Le biologiste doit s'assurer du respect des madalit'installation, de
fonctionnement et d'entretien préconisées dansokicen du fabricant des
matériels et des automates présents dans le lalverét]

< Equipements de base

L’équipement de base recommandé pour un laborate@lesant des analyses de

biologie médicale est le suivant :

un microscope pourvu des accessoires indispensablezécution des actes

pratiqués par le laboratoire ;

- une centrifugeuse adaptée aux examens pratiqués s accessoires et
permettant d’obtenir au fond des tubes une acdé&araomprise entre 500 et
2500 g;

- un spectrophotometre disposant d’'une gamme speciahprise entre 340 et
700 nm ; I'appareil doit comporter un dispositif dgulation thermique des
cuves;

- une balance permettant d’apprécier le milligramme ;

- une étuve a température réglable jusqu’a 120 °C;

- un bain-marie a température réglable jusqu'a 79 °C

- un réfrigérateur a 2-8 °C ;

- un congeélateur permettant d’obtenir une températgade ou inférieure a -
18°C;

- le petit matériel permettant de mesurer avec poétites volumes et la

verrerie courante ;

- un autoclave ;
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- un agitateur de Kline ;

- des bacs de coloration ;

- un générateur d’eau distillée ou désionisée.

- un dispositif de gestion des déchets biomédicaua possibilité d’acces a ce
dispositif.

Ce matériel doit étre maintenu en permanence eretadmle fonctionnemef]

> Equipements par spécialités

Le matériel ci-dessus cité doit étre complété, daegains cas, par un

équipement spécifique :

» Pour les laboratoires autorisés a pratiquer les exaens relevant de la
biochimie :

- un dispositif permettant le dosage du sodium giatassium ;

- un dispositif d'électrophorese permettant I'étugiitptive et quantitative des
protéines et des lipoprotéines pour les laboragratiquant ces analyses ;

- un dispositif permettant I'application des méthadeaunochimiques ;

- un dispositif permettant le dosage des gaz du saitg détermination du pH
sanguin pour les laboratoires pratiquant des aeslgsur des établissements
de santé si ces déterminations ne sont pas eféesctlgns les établissements
eux-mémes.

Ces dispositifs peuvent étre inclus dans des auesmévus a cet effdi]

» Pour les laboratoires autorisés a pratiquer les exaens relevant de la
microbiologie (bactériologie et virologie, de la mgologie et de la
parasitologie) :

- un dispositif permettant la centrifugation en neeseétanches ;

- deux étuves a températures réglables, dont une2za CO

- un dispositif permettant de produire et d'entretane atmosphére appauvrie
en oxygene et/ou enrichie en dioxyde de carbones dame enceinte

appropriée ;

These Pharmacie 35 Aminata COULIBALY



Contribution a I'assurance qualité dans le diagnostic du virus de 'Hépatite Virale B au CHU Gabriel TOURE

- pour les laboratoires pratiquant lidentification, ée cas échéant, les
antibiogrammes des agents infectieux (mycobactécldamydiae et certains
virus) une hotte de confinement doit étre adaptée ;

- un congélateur a =80 °C et un microscope inversgr pes laboratoires
pratiquant les cultures virales ;

- un micrometre oculaire étalonné pour la parasiielog

- une lampe de Wood, des curettes...

» Pour les laboratoires autorisés a pratiquer les exaens relevant de
I'hnématologie clinique et biologique (cytologie saguine et hémostase)

- un congélateur a —30 °C ou un congélateur a —28et@h les exigences des
examens pratiqueés;

- un dispositif permettant le comptage des élémegtgds dans le sang (y
compris les cytométres de flux, des pipettes detidii appropriees et des
cellules a numération) ;

- un dispositif permettant la coloration des lames ;

- un dispositif permettant la détermination de I'htaoate ;

- un dispositif permettant la mesure de la vitesse sddimentation des
hématies;

- deux chronometres permettant de mesurer des teampris entre zéro et
trente minutes avec une précision au moins égals@conde ;

- un dispositif permettant la mesure du temps densangnt ;

- un dispositif permettant les examens en hémostase ;

- un dispositif permettant I'électrophorése des hdoinges ;

- un hémoglobinometre.

» Pour les laboratoires autorisés a pratiqguer les exaens relevant de
I'immuno-hématologie :

- un jeu de plaques d'opaline ou de plastique trai&uou un systéeme de

plagues a usage unique ;

These Pharmacie 36 Aminata COULIBALY



Contribution a I'assurance qualité dans le diagnostic du virus de 'Hépatite Virale B au CHU Gabriel TOURE

- un dispositif permettant de pratiquer la détermamatles groupes sanguins
dans le systeme ABO, les phénotypes Rh et Kelllaetecherche des
agglutinines irréguliéres, le cas échéant.

» Pour les laboratoires autorisés a pratiquer les exaens relevant de la
séro- immunologie :

- un dispositif permettant I'application des méthodesnunochimiques au
dosage des antigeénes ;

- un agitateur de type Kline a mouvement circulai@0(tours par minute), si
la ou les techniques utilisées le nécessitent ;

» Pour les laboratoires autorisés a pratiquer les exaens in vitro utilisant
des éléments radioactifs :

- les locaux et le matériel doivent étre conforméss r@@glementation spécifique
en vigueur[1]

2.1.1.4. Petits matériels.

Le petit matériel indispensable au fonctionnemeas @ppareils doit étre

conforme aux normes spécifiees par les constructenr doit étre utilisé

uniquement selon l'usage et les modalités prévaes ld noticel2]

2.1.1.5. Réactifs et consommables.

Les réactifs et les consommables doivent étrefiésrtonformes.

L’étiquetage des réactifs, milieux de culture, maté de contrble, étalons et

consommables est conforme a la |égislation et auxaes en vigueur.

Un procés-verbal reprenant ces indications est &ejour pour chaque systeme

analytique.

Les composants de plusieurs trousses ne sont pasitadles sans autorisation

du fabricant[3]

2.1.1.6. Secrétariat.

Le secrétariat doit étre équipé a terme d’outifsrimatiques, de photocopieuse

et de fournitures de bureau.
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Le systeme informatique doit comprendre des digjfmsifficaces de protection
contre toute tentative d'acces par des personnes autorisées. Toute
modification des informations ou des programmepad étre effectuée que par
une personne autorisée et identifiée. La trace ed'mmodification d'un
programme doit étre conservée.

Le responsable du laboratoire ou de I'établissement il dépend doit passer

une convention avec l'organisme chargé de la nmante du systeme

informatique. Cette convention doit préciser eauges :

- que le personnel de cet organisme est soumis agbkesredu secret
professionnel ; que les moyens nécessaires sorgmisuvre pour assurer la
protection des données médicales confidentielles ;

- que chaque intervention effectuée sur place, ou istarste par
télémaintenance, ne peut étre réalisée qu'a larmmdu biologiste, par du
personnel autorisé et identifié, et fait I'objetird'compte rendu détaillé,
comportant l'identification de l'intervenant, sigaélressé au biologiste qui le
consigne et I'annexe au registre de maintenansgsiame.

2.1.1.7. Gestion des déchets biomédicaux.

La gestion des déchets doit étre conforme a lgllgn et a la réglementation.

La filiere d'élimination des déchets doit étre aaiel de maniére a ne pas

compromettre la santé et la sécurité du personn&hbratoire, ainsi que celles

du personnel de collecte et a ne pas polluer fenmement. La procédure se fait
par collecte, tri puis destruction des déchets. labsratoires doivent disposer
d’'un incinérateur a cet effet, méme a distanceitéude I'établissement.

Les déchets liquides doivent étre traités avamtédmination.[1]

< Elimination des déchets de prélévements

Pour leur élimination, les matériels utilisés ptes prélevements peuvent étre

classés en deux catégories :
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- les matériels piquants ou coupantsqui doivent obligatoirement étre
recueillis dans des récipients spéciaux (boitesotlecte) ;

- les autres matérielsqui constituent des déchets d'activités de soimsgaes
infectieux, doivent étre collectés dans les saastigjues.

< Elimination des déchets générés par I'exécution desalyses

Ces déchets sont séparés en deux groupes :

- déchets arisques ;

- autres déchets assimilables a des ordures ménageéres

» Les déchets a risques sont séparés en trois groupes

- déchets potentiellement contaminés : déchets wdtéciile soins a risques
infectieux y compris les restes d'échantillonsdgajues analysés, les déchets
piquants ou coupants, les produits sanguins etldelsets anatomiques ;

- produits toxigques ou chimiques ;

- produits radioactifs.

Pour chaque groupe, une filiere d'élimination die mise en place avec des

modalités spécifiques de conditionnement, de stekade transport, de

traitement et de prétraitement. Lorsqu'une sogigdétataire de services effectue

I'élimination, un contrat doit étre établi aveddboratoire réalisant des analyses

de biologie médicale ou avec I'établissement daépend. Chaque filiere doit

donner lieu a [I'élaboration d'un bordereau de su@lui-ci permet au

laboratoire de justifier des quantités de déchiatir®es ainsi que des modalités

de cette élimination.

» Les déchets assimilables a des ordures ménageres

Sont a entreposer en conteneurs en vue de leuination par le circuit des

ordures ménageres apres accord de la collectdgsdd.[1]
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2.1.2. Exécution des analyses.

2.1.2.1. Procédures et Modes Opératoires.

s Geéneéralités

Tout laboratoire réalisant des analyses de biologgelicale doit disposer de
procédures et de Modes Opératoires Normalisés (MOWMN) « Standard
Operating Procédures (SOPs)» écrits, datés et itp@ment validés, afin
d'assurer la qualité des résultats et la conformité&uide de Bonne Exécution
des Analyses.

Dans chaque zone d'activité spécifique du labamttes procédures et modes
opératoires relatifs aux opérations qui y sont iséak doivent étre
immediatement disponibles. Des livres, des artiaies manuels peuvent étre
utilisés comme complément sans s'y substituer. @esédures et modes
opératoires ne doivent pas étre figés dans le temmass étre adaptés a
I'évolution des connaissances et des données tpemi Toute modification
d'une procédure doit étre écrite. Elle doit étrgprapvée par le biologiste,
directeur du laboratoire ou chef de service ougmdement, le cas echéant, par
le biologiste responsable de l'activité concereé@yventuellement apres avis de
la personne chargée de l'assurance de qualité. dBike faire I'objet d'une
Information et d'une formation du personnel.

La réalisation des actes de biologie doit respeeterobligations techniques
prévues par la nomenclature des actes de biologticale et par les textes en
vigueur concernant les réactifs et les appareilnesure.

La période d'utilisation au laboratoire de chaqoe de réactif doit étre
consignée, de sorte qu'en cas de besoin on paiggeocher un résultat avec les
réactifs ayant permis de les obtenir.

Le mélange de plusieurs échantillons issus d'iddidifférents est interdit pour
des analyses individuelles de biologie médicallkagae échantillon biologique

doit étre traité séparémefi]
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¢ Applications

Les procédures et modes opératoires disponiblezecoent les points suivants :

- les instructions relatives a la préparation du goaitiet aux modalités du
prélevement ;

- le choix du récipient destiné a recevoir I'échbortit

- le mode de prélevement ;

- l'identification du patient et de I'échantillon om patronymique, prénom,
nom marital, sexe, date de naissance ;

- le transport éventuel des échantillons ;

- le traitement préalable de I'échantillon (centriftign, répartition en fractions
aliquotes...) ; les interférences des médicameriteu edes aliments
susceptibles de modifier les résultats de I'anglyse

- la conservation avant et aprés analyse ;

- l'appareillage (utilisation, entretien, étalonnagaification) ;

- les conditions d'utilisation des réactifs en atlan de la réglementation en
vigueur ; la réalisation de l'analyse avec une rijgsmn de la méthode
utilisée. Il est important que cette méthode sddapdée aux connaissances
théoriques et données techniques du moment.

- Dans la mesure du possible, elle suivra les recordations des sociétés
savantes de biologie nationales ou internationales

- les regles de validation ;

- latransmission des analyses ;

- I'nygiéne et la sécurité du laboratoire ;

- l'assurance de qualité ;

- la gestion des systemes informatiques éventi8ls.
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2.1.2.2 Echantillons.

s Prélevements des échantillons

Le biologiste ou le responsable du laboratoirerfiiaux médecins prescripteurs
toutes les précisions utiles aux conditions de m@eeceuvre des analyses
médicales.

La fiche de demande d’examen accompagnant I'édlwentoit comporter tous
les renseignements nécessaires a la bonne exécd@snanalyses et a
I'interprétation des résultats, en particulier poartaines maladies dont le sida.
Un modele de ces fiches figure en Annexes 5.

Le prélevement peut étre effectué par le médeasapipteur, par le biologiste
ou par du personnel qualifié et autorisé. Ces paes® doivent étre formées aux
procédures de prélévement du laboratoire et infesnuies risques d'erreurs sur
les résultats d'analyses consécutives a la raahsdéfectueuse du prélevement
et a la nécessité de préciser au biologiste olespponsable du laboratoire tout
incident survenu au cours du préléevement.

Le biologiste ou le responsable du laboratoire figeria conformité des
échantillons biologiques acceptés dans son lakiogatd doit refuser tout
échantillon prélevé ou transmis dans des conditiona conformes aux
procédures techniques et réglementaires. Le meti€al refus sera porté a la
connaissance du médecin prescripteur. Lorsqujitgdaun prélévement difficile
ou unique, les critéres d'acceptation doivent &p@éciés avec circonspection ;
le résultat doit faire mention de ces éventueliéserves si cela est nécessaire.
Chaque fois que cela est possible, il est souHaitgbe le prélévement soit
effectué au laboratoire.

Le prélevement doit étre réalisé en regle généabxr du matériel stérile a
usage unique. Le récipient destiné a recevoir détlon biologique doit étre
adapté a la nature de I'échantillon et a celleadadyses. En particulier, la nature

du récipient, son systeme de fermeture, la naturdaequantité ou la
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concentration des substances adjuvantes qu'ilqoeuéenir doivent étre connus
et précisés en fonction de I'échantillon auquesdist destinés. Le récipient doit
étre congu pour éviter tout risque de contaminagioshe pollution.

Le patient doit étre informé et rassuré des comalitide prélévement]

+ Identifications des échantillons

» Tubes ou récipients primaires :

L'étiquetage des récipients contenant I'échantilarlogique doit étre fait au
moment du prélevement par la personne ayant réadiséci. L'étiquetage doit
étre concu pour éviter toute erreur sur lidenti® la personne. Il doit
mentionner, outre l'identité et la date de naissadéclinées par le patient lui-
méme dans la mesure du possible, le nom de sfillee procédure le prévoit, le
sexe, la nature de l'échantillon, le nom du pralevéa date et, chaque fois
gu'une proceédure le prévoit, I'hneure du préléevenatiou sa localisation. Si la
taille du tube ne permet pas l'apposition d'unguétie comportant I'ensemble
des renseignements précités ou si la confidertidlixige, le tube portera
seulement le numéro d’identification joint a urghé de renseignement.

Le biologiste doit mettre en place une procédurenpttant de lier I'échantillon
biologique au patient, méme si lidentité de celuiest incompléte ou
approximative, ou lorsque l'anonymat est souh&i&tte procédure indiquera
également la marche a suivre si I'échantillon lgjimjoe fourni par le préleveur
ne posséde aucune identification.

» Tubes ou récipients secondaires :

Lors de la préparation de fractions aliquotesiglittage des tubes ou récipients
secondaires doit se faire selon les procéduresunegses permettant
I'identification sans ambiguité de chaque échamtidlu sein du poste de travalil

ou du poste de stockage.
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s Transport et transmission des échantillons :

Le transport des échantillons doit respecter dglesequi assurent l'intégrité de
I'echantillon et la sécurité des personnels. Lenspart des échantillons

biologiques doit s'effectuer le plus rapidementsgae au laboratoire en prenant
toutes les précautions pour éviter les risquesodéamination et de dégradation
des constituants.

Si I'échantillon doit étre transmis a un autre tabaire, la fiche de demande
d’examen ou sa copie ou, a défaut, une fiche deergnements établie par le
biologiste doit étre associée. Les dates et lesekale réception des échantillons
biologiques au laboratoire destinataire doiverd étrregistrées.

+ Conservation des échantillons

Les conditions de conservation doivent étre conésriaux regles de sécurité et
d'hygiene en vigueur pour éviter toute contamimatilu personnel ou toute

pollution.

Les échantillons de calibrage et de contréle ddidre conservés avec soin
dans les conditions précisées par le fabricantteBoles précautions doivent étre
prises pour éviter les phénomenes d'évaporatida ebntamination.

Avant exécution des analyses, si celles-ci somérdiés, les échantillons et leurs
fractions aliquotes doivent étre conservés dansaleditions qui préservent leur
gualité. La congélation de fractions aliquotes obe&s aprés reconstitution
d'échantillons lyophilisés (calibrateurs et cor@s)lengage la responsabilité du
biologiste.[2]

Aprés exécution des analyses, les échantillons gréugtre conservés pour
permettre une comparaison ou une veérification ielige. Cette conservation est
d'ailleurs obligatoire pour certains examens péscen Annexe 6

Les conditions d'identification, de fermeture désipients et de température de
conservation doivent étre rigoureusement obseryp@es eéviter tout risque

d'erreur, de modification qualitative et/ou quaatiite et de contamination. La
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durée de conservation pour chaque cas particulet, gi elle n'est pas
réglementée, étre fixée par le biologiste ou lgpoasable du laboratoire et
inscrite sur les procédures opératoires.

2.1.2.3. Validation des résultats.

La validation des résultats est double : elle catepone validation analytique,
qui peut étre réalisée par le personnel d'exécwmms la responsabilité du
biologiste, et une validation biologique, qui estld compétence exclusive du
biologiste ou le responsable du laboratoire.

 Validation analytique (responsabilité technique)

La validation analytigue des examens doit étre seeind des procédures
précises écrites. Elle ne doit étre effectuée gesapvoir vérifié les indicateurs
de bon fonctionnement des instruments et pris desalace des résultats du
contrble de qualité interne.

¢ Validation biologique (par Biologiste ou le resporable du laboratoire)

La validation biologique doit s'assurer de la cotipildé des résultats de
I'ensemble des analyses réalisées pour le mémenpatides temps différents,
compte tenu, le cas échéant, des variations détsbrrlinique, des traitements
subis et des résultats antérieurs. Le recourssysteme d'aide a la validation ne
décharge pas le biologiste de sa responsabilitématiere de validation
biologique pour chaque compte renfl].

2.1.2.4. Expression des résultats et comptes rendtianalyses.

“+ Expression des résultats

L'expression des résultats doit étre précise et saguivoque. Les valeurs de
référence doivent étre indiquées. La meéthode d/seakt/ou les réactifs
utilisé(e)(s) doivent étre mentionné(e)(s) chaquie §u'ils peuvent influer sur

I'expression du résultat ainsi que lorsque la régtgation I'exige.
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Pour les résultats quantitatifs, le cas échéasifpdeformances analytiques de la
méthode peuvent étre indiquées. Les unités duragsigternational (SI) doivent
étre utilisées quand elles existent.

«» Comptes rendus d’analyse et signature

Les comptes rendus d'analyses doivent figurer surpapier a en-téte du
laboratoire comportant les mentions fixées réglamesment et étre signes par
le biologiste. Les comptes rendus ne peuvent &renmniqués qu'apres les
opérations de validation. Toutefois, pour les pasidhospitalisés et dans le cas
des examens demandés en urgence, des résultdddspagtivent étre transmis
dans des conditions définies par le biologisteoes ssa responsabilité, avant la
validation biologique de I'ensemble des résultamahdés. lls doivent étre
confirmés dés que celle-ci aura été effectuée pabialogiste et le médecin
traitant doit étre informé de cette particularj&.

2.1.2.5. Transmission des résultats.

Elle doit se conformer a la législation et a laleégentation en vigueur et
assurer le respect du secret professionnel.

Les résultats d'analyses sont remis comme suit :

au patient en main propre ou envoyés sous pli ¢aclke son nom et a
I'adresse qu'il communique ;

- au meédecin prescripteur, sauf opposition du patient

- aune tierce personne didment mandatée par le patien

- au meédecin prescripteur, lorsque le patient estitedseé ;

Lorsque le patient est un mineur ou un majeur geofear la loi, le biologiste ne
peut donner les résultats qu'au représentant @gau medecin prescripteur.
Lorsque le résultat d'un examen biologique meteenlg pronostic vital, le
biologiste doit tout mettre en ceuvre pour joindrawertir le médecin traitant ou
I'équipe médicale dans les plus brefs délais. ésultat laissant présager un

pronostic grave ou fatal ne doit étre révélé qudaglus grande circonspection.
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Si les résultats ne peuvent pas étre communiquémedecin prescripteur
(changement de médecin, analyses effectuées #afiire du biologiste ou
ajoutées a la demande du patient), le biologisteddmmander au malade de lui
désigner le médecin a qui il souhaiterait voir reredes résultats.

- Les comptes rendus des analyses de cytogénétigde bwlogie destinées a
établir un diagnostic prénatal ne peuvent étre searia femme enceinte que
par l'intermédiaire du médecin prescripteur.

- Les comptes rendus d'analyses effectués sur igguigidiciaire ne peuvent
étre adressés qu'a l'autorité requérante dans atetitions garantissant la
confidentialité.

- Le compte rendu d’analyses prescrites par le meédiectravail dans le cadre
de sa mission (avis d'aptitude notamment) lui @gictbment communiqué
par le laboratoire qui les a effectuées. Le médegitravail informe le salarié
des résultats.

- Un biologiste ne peut pas répondre a une demaedergeignements faite
par une compagnie d'assurances concernant unesenahfme si cette
demande émane du médecin de la compagnie. Lestatésul'analyses
destinés a des compagnies d'assurances ne petreer@ndis qu'au patient en
main propre, lequel reste libre d'en faire I'usgigé désire[1]

2.1.3. Mise en place de I’Assurance Qualité.

2.1.3.1. Mise en place de la démarche qualité.

Tout laboratoire réalisant des analyses de biologdicale doit disposer d’'un

systeme d’assurance de qualité basé sur des presédpératoires €écrites

concernant les différentes étapes de I'analysesetdnditions de son exécution.

La qualité de I'analyse dépend de l'organisationégale du laboratoire, de la

gualification et de la motivation du personnel et mkspect des procédures

opératoires lors des différentes étapes de l'eimtutles examens : pré-

analytique, analytique et post- analytique.
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Toute I'équipe du laboratoire est concernée pasysteme d’assurance qualité

qui est placé sous l'autorité du biologiste ou&sponsable du laboratoire.

Un systéme d’assurance de qualité doit étre penmiaigorévoir une trace des

contrbles effectués.

Sans cette trace, il est difficile et parfois imgibke de retrouver une erreur et/ou

d’en analyser les causes pour en éviter la remet|ti]

2.1.3.2. Responsabilités de la personne chargéel'dssurance Qualité

L'organisation du systeme d'assurance de qualit@lwhratoire est confiée au

biologiste, au responsable du laboratoire ou aetawttre personne qui devra

avoir la formation, la compétence et I'expérienéeessaires pour accomplir
cette tache. Elle doit notamment s'assurer :

» Quant au personnel :

- que les procédures opératoires concernant I'hygeinda sécurité des
personnels sont mises en ceuvre ;

- que chaque opération réalisée au laboratoire esiéeoa un exécutant
présentant la qualification, la formation et I'esipBce appropriées ;

- que le personnel est sensibilisé a la notion d'assa de qualité et formé a la
mise en ceuvre des pratiques « qualité ».

» Quant aux procédures et modes opératoires :

- de leur validation ;

- de leur mise en ceuvre ;

- de linformation du personnel de toute modificatide procédure ; cette
modification approuvée par le biologiste ou le rsable du laboratoire doit
étre écrite, datée et communiquée au personndui-aieest forméa son
application ;

- de leur conservation dans un fichier chronologique.
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» Quant au controle de qualité :

- de la gestion du programme de contrble de quaktérme et interne du
laboratoire ;

- de la bonne utilisation des données fournies paoherdle de qualité et de la
correction des anomalies ;

- de linformation du biologiste ou du responsable ldboratoire, des
constatations et des observations relatives aersgstl'assurance de qualité ;

- de l'application des mesures consécutives a uaitrétrentuel de réactifs par
la Direction de la Pharmacie et du Médicament ;

- de la maintenance, du bon fonctionnement des appges ;

- de la bonne tenue des documents qui concourentraciabilité, notamment
ceux concernant les réactifs et la période d'atiié de chaque lot ;

- d'un systeme d'assurance de qualité au moins depivaupres des
laboratoires travaillant en collaboration avecdbdratoire et auxquels sont
transmis des échantillons aux fins d'analyses ;

- de la mise en ceuvre d'évaluations internes.

» Quant au systeme de support des données :

- de la mise en ceuvre des procédures opératoiregroamt la sécurité des
données ;

- de la confidentialité et du respect des procéddisexes ;

- du respect de la réglementation et de l'informadies patients ;

- du respect des procédures de télécommunication rabsnissions
électroniques ;

- de la conservation des registres et fichiers dees du systeme informatique.

2.1.3.3. Evaluation externe de la qualité.

+ ContrGle de qualité national.

Il s'agit d'un auto- contréle qui doit se dérouians un climat de confiance

réciproque. Les résultats individuels produits laie ce contrble sont
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confidentiels et ne peuvent étre communiqués atorigds sanitaires que dans
les conditions prévues par les textes.

La participation au programme national d'évaluaoterne de la qualité est
obligatoire. Une participation loyale est indispane pour qu'elle soit utile.
Cette participation doit étre un reflet exact deptatique. Une optimisation
artificielle des résultats du contrdle est inugiteur le laboratoire et nuisible pour
la collectivité.

Une participation rigoureuse, reflétant la pratique laboratoire, est
indispensable pour I'utilité de cette évaluatioes késultats de celle-ci seront en
effet tres importants pour I'analyse globale qua sdfectuée au niveau national.
Les résultats individuels et globaux de l'évaluatexterne de la qualité sont
analysés collectivement par toute I'équipe du laioire afin de remédier aux
erreurs qui pourraient étre objectivées. L'étudggue des anomalies détectées
par le contréle de qualité peut induire la remisecause de la méthode utilisée
au laboratoire. Il peut aussi étre utile d'engager dialogue avec les
responsables du contrble de qualité pour éclalasr raisons d'un résultat
discordant inexpliqué. Une trace des décisions iieglupar les résultats de
I'évaluation externe de la qualité doit étre comSeren méme temps que sont
archives les comptes rendus individuels du labosfendant cing ans.

La rigueur de cette démarche se justifie parcellguaboutit a une bonne
information des biologistes sur la qualité de leunesstations. Ces informations
permettent aux biologistes de corriger les anomatlisses en évidence. Lorsque
les résultats du contrle de qualité d'un laboratprésentent des anomalies
répétées ou importantes au regard de leur utdisatnédicale, le cas de ce
laboratoire est soumis anonymement a la commissiamgée du contrdle de
gualité qui se prononce sur le caractére de graldt€ées anomalies. Lorsque
celles-ci sont jugées graves, le laboratoire edigatbirement signalé au

département de tutelle par le directeur de la pheaieret du médicament]
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¢ Autres contrbles de qualité.

Il est recommandé que le laboratoire participesacatroles de qualité externes
organisés par des sociétés scientifiques, des gnoaipts de biologistes ou tout
autre organisme présentant les garanties nécessaire

2.1.3.4. Evaluation interne de la qualité.

Le contréle de qualité interne est indispensabler permettre de déceler les
anomalies et les erreurs des mesures pour y remigaieédiatement. |l est
organisé par le biologiste qualifié chargé de lassce de qualité.

Il comporte toutes les mesures destinées a vétdrerdifférentes phases de
I'activité permettant |'obtention des résultats, mbdbtamment ['analyse
d'échantillons de controle effectuée dans les méowmslitions que celles
appliquées aux échantillons biologiques.

2.1.4. Documentation du laboratoire.

2.1.4.1. Rapports d’activités du service et publi¢ens.

C’est le relevé chronologique des analyses expsme@eunités B (lettre clé des
analyses) effectuées par le laboratoire ou traespar ce laboratoire a un autre
laboratoire. Ce relevé doit étre conservé pendaafpériode de dix ans

2.1.4.2. Résultats nominatifs des analyses.

Les résultats nominatifs des analyses (bulletimaligse) effectuées par le
laboratoire doivent étre conservés pendant uneged'au moins cing ans.
2.1.4.3. Registres de laboratoire.

Les dossiers et livres de registre doivent étresemngs pendant vingt ans.
2.1.4.4. Normes et procédures.

Il sera conservé un exemplaire des procédures desnopératoires et de leurs
modifications comportant la date de leur mise emregyendant la durée de leur

utilisation et au moins trois ans apres la finele ltilisation]3]
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2.1.4.5. Résultats des contrdles de qualité et ceations.

Les résultats des contréles de qualité externegedbiétre conservés pendant
cing ans. Le compte rendu des mesures prises pouger les anomalies
observées a la suite du résultat du contrdle redta qualité, doit étre conservé
pendant cing ans. Les résultats des controles aé@é&internes sont a conserver
trois années au moins.

Les documents relatifs aux instruments et a leunt@aance ainsi que ceux
relatifs aux modifications des programmes inforoquas sont a conserver
pendant la durée d'utilisation de ce matériel £tri@s ans suivants.

2.1.4.6. Documents relatifs aux appareils, aux réafs, petits matériels et
consommables.

Les documents relatifs aux appareils, réactifdfpatatériels et consommables
sont a conserver pendant la durée de leur utdisati

2.1.4.7. Dossiers administratifs.

Les actes administratifs concernant I'établisserganabrite le laboratoire, ainsi
gue ceux du laboratoire lui-méme, sont a consepesdant toute la vie de
I'établissement.

Les contrats relatifs a I'enlevement des déchets &xonserver pendant trois

ans au moins ; et tous les autres contrats auggieimps que possiblg]
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2.2. INFECTION PAR LE VIRUS DE L'HEPATITE VIRALE B

2.2.1. Historique

L’histoire des hépatites remonte a plus de 5 ssealant J.C. Hippocrate, cinq
siecles avant J.C. l'avait décrite en attribuant rissponsabilité de ses
manifestations cutanées et muqueuses au foie. Bdesiet demi apres
J.C, Galien distinguait les jaunisses liées a alestructions biliaires et les
jaunisses purement hépatiques. Le terme hépatiteniployé pour la premiere
fois par Coelius Aurelianus, auteur médical ronthirs™ siécle aprés J.C.

Les premiers cas ont été rapportés en 1947 par Matlum et al pour

distinguer [I'hépatite épidémique a transmissionemtsllement orale et
I'népatite parentéralg4]

En 1963, l'antigene Australia aujourd’hui appelétiggne de surface de
I'népatite B fut découvert par Blumberg dans laiséd’'un aborigéne australien
hémophile transfusé. La particule virale B ditetipate de Dane a été identifiée
par Dane et al en 1970.

En 1972, Magnus et Mark ont décrit le systeme H8a l'infectivité. Le vaccin

est mis au point en 1975]
2.2.2. Caractéristiques fondamentales

2.2.2.1. Classification

Le virus de I'hépatite B appartient a la famillesd¢epadnaviridaeet au genre
Hepadnavirus C’est un virus & ADN contrairement au virus dephtite C qui
est un Flaviviridae, virus a ARN. Il se rapproche des rétrovirus par son
intégration dans le génome cellulaire et son madeéglication qui utilise une
transcriptase reverse. Le VHB est un virus envaagipésistan{6.7.8]

2.2.2.2. Caractéres physico-chimiques

L’étude structurale du VHB a montré trois sortepdsdicules qui sont :
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Le virus entier ou particule de Dane de 42-43nm de diametre, sa
concentration peut atteindre *10nités/ml de sang. Il est constitué d’'une
enveloppe de 7nm de profondeur facilement dissog@e certains
détergents, d'une capside cubique icosaédrique 8ten2de diametre.
Cette capside contient ’ADN circulaire partiellem®icatenaire.?.8]

Une particule de 22nm de diametre représentant I'enveloppe eviral
lipoprotéique déversée en exces dans le sangapsgle ni génome. Ces
particules peuvent atteindre®1ités/ml de sang8]

Des formes tubulairesde 20-22 nm de diamétre correspondent aussi a un
exces d’enveloppes viral§s.8]

Le VHB est résistant au refroidissement jusqu’@€fendant plusieurs
années, au chauffage jusqu’a 56°C durant 24h ncigpe, chauffé de 85

a 100°C, il perd ses propriétés antigéniques (c@georrespond pas a la
perte de la virulence) pendant plusieurs minutesvitus perd son activité
sous l'action du phénol a 3-5% et de la chloran@i#e Il résiste dans le
milieu extérieur 7 jours environs et n'est pas fivé@c par l'alcool ni

I'éther. La particule de Dane est la seule inferste$6].

% Ag HES

s BN

Ag HBG
{Ag HBe)

Figure 1. Structure du virus de 'hépatite B. Sourg8]:
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2.2.2.3. Organisation génomique

Le VHB posséde I'un des plus petits génomemux. C’est le plus petit virus
humain a ADN[7]

C’est un virus a ADN circulaire partiellement Himaaire ; cet ADN est
constitué de 3200 nucléotides. Le brin long (brirou encore brin négatif a une
longueur fixe 3,2 kbases et forme un cercle p#&tignt discontinu (courte
interruption).[10.11]

Le brin court ou brin positif (brin S) a une longueariable se situant entre 50-
100% du brin L. La structure circulaire du génorse assurée essentiellement
par 220 nucléotides de I'extrémité 5’ de chaque bppelée région cohésive.
L'extrémité 5'du brin S comporte un oligo-ribonuctiEle lié de facon
covalente, 11 nucléotides de ce dernier sont camgiéaires du brin L. Cette
séquence de 11 nucléotides est directement refieiea 'autre extrémité de
la région cohésive. Les deux copies DR1 et DR2iegrampliquées dans
I'initialisation de la réplication virale ainsi qukans le mécanisme d’intégration
dans les hépatocytefs] L'ADN du VHB est constitué de quatre phases de
lecture ouverte conservées et situées sur le br@ek phases sont partiellement
chevauchantes et correspondent a 4 genes S, C,cdant chacun pour une
protéine
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Le génome est schématiseé sur la figure 2.

3 g

Brin long {-) j

Figure 2 : Structure génomique du virus de I'hépatite B|[12
s Laregion S

Divisée en région S, préS1 et préS2 ; cette réegiole pour I'enveloppe virale.

Les génes S, préS2 ont une longueur fixe. Cellgethe préS1 varie en fonction
du sous-type.

Les genes S, code pour la petite protéine de 24gkiDast constituée de 226 aa.
La région correspondant aux acides aminés 124 ae&téssentielle pour la
synthese d’anticorps anti-HBs. Cette protéine d@stmajeure (représente 80%
des protéines de surfacg).8]

La région préS2 et S codent pour la protéine mogelen34kDa.

Cette protéine comprend en fait la protéine majeirune terminale de 55 aa
codée par la région préS2.

Les régions préS1, préS2 et S codent pour la gramadéine 39kDa.

These Pharmacie 56 Aminata COULIBALY



Contribution a I'assurance qualité dans le diagnostic du virus de 'Hépatite Virale B au CHU Gabriel TOURE

La séquence protéique préSl, est essentielle @owedonnaissance et la
pénétration virale. Les trois protéines d’enveloppristent sous forme
glycosylée et non glycosylée. [5]

La région C

L’extrémité 3'du gene C code pour une protéine gK2a (p22 c) qui est la
protéine de core. Dans la portion terminale 5xi$te deux séquences AUG. La
séquence nucléotidique allant du premier au setrgpidt AUG est appelée pré
C. L'antigéne HBe est codé a partir du premiefdtipUG. C’est une protéine
non structurale de 17 KDa.

Les premiers nucléotides de la région pré C cogenir un peptide signal
facilitant I'excrétion de I'antigéne HBe dans lewsa [5.6]

La région P

Cette région code pour une protéine de 82 KDa spomdant a I’ADN
polymérase virale. Les produits du géne P ont wtieit® ADN polymérase.
Cette activité sert a la synthése d'un nouvel ADNpatir de 'ADN pré
genomique.

Les produits du gene P sont impliqués non seulenhams le mécanisme de la
transcription inverse, mais aussi dans le phénordé&reapsidation de I'ARN
pré génomique servant a la transcriptiaj.

% Larégion X

Cette région code pour un polypeptide de 145 aabbdépendant du sous-type.
3.1.2.4. Caracteres antigéniques
Les quatre génes S, C, P, X du VHB codent tous gesiprotéines dont les plus

immunogénes sont I'antigéne HBs et I'antigéne HBc.
% L’antigene HBs

Il posseéde un déterminant spécifigue de groupe «@nstant trouvé dans tous

les virus, et divers déterminants de sous-types E@nimportants sont : adw,
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ayw, ayr Des mutations ponctuelles au niveau de la protgipeuvent entrainer
le passage d'un sous-type a un autre, voir la peeela réactivité avec
I'anticorps anti-HBs.%. 6.8].

% L’antigéne HBc (c=core)
C’est I'antigene de capside, il est constitué @apolymérisation d’'une sous
unité peptidique de 22KD4.()].
Cet antigéne est trés immunogene et les anticoguujs sont des marqueurs
précoces et durables de l'infectid®|[19
L’AgHBC n’est retrouvé que dans le foie a lingwr des noyaux des
hépatocytes infectés et dans leur cytoplasme acaneentration moindreSa
forme soluble, 'AgHBe est retrouvé dans le sérulAgHBe est un marqueur
de la multiplication virale, il peut induire lestamorps anti-HBe.% .§

% La protéine X
Elle est un antigene non structural et présentessemt dans les hépatocytes
infectés.
Cette protéine posséde des propriétés transaatessur le génome viral ainsi
gue sur les génes cellulaires
L’ADN polymérase, associée a I’ADN virale est aussi antigénidbes]
2.2. 3. Physiopathologie.
2.2.3.1. Cycle de multiplication du VHB dans I'héptocyte
Le cycle du VHB est tres complexe. La particuleDdae pénétre dans la cellule
hépatique sans la léser (décapsidation) et 'ADNIv$’integre dans I’ADN
cellulaire. Il en résulte de I'ARN viral a partieccet ADN. Une partie de cet
ARN viral servira d’ARN messager et sera traduite grotéine (ADN
polymérase, AgHBs, AgHBc, protéine X), l'autre parse comporte en ARN
pré génomique qui sera transcrit en ADN par la péiase qui est une reverse
transcriptase. La capside contenant ’ADN du vimemplet (particule de Dane)

sort de I hépatocyte sans la |€48i
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2.2.3.2. Lésions cellulaires.

Ce sont des lésions caractéristigues marquéesusuaim début par une
inflammation lymphocytaire T au niveau de la zoeagortable du foie.

Cette inflammation si elle est chronique, évolussuee fibrose hépatique puis
une cirrhose[6.8].

Effet cytopathogene du VHB est peu importdes |€ésions sont la conséquence
d'un ensemble de réactions immunologiques a meédiafrincipalement
cellulaire, dirigées contre les hépatocytes dontmambrane exprime les
antigenes de capside. Les mécanismes immunologspresdifférents selon la
gravité de I'népatite. Au cours de I'hépatite fuhante les Iésions sont liées a
des phénomenes humoraux, toxiques, et ischémigués.]

Au stade d’hépatite aigué elles sont dues a lalsbsation des lymphocytes T
cytotoxiques aux différents antigenes en particgréS2 et AgHBC.

Pendant I'hépatite chronique active la réactionde@gjée principalement contre
les hépatocytes ou a lieu une réplication viralexgtrimant sur leur membrane
I'’AgHBc et ’AgHBe [5].
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Figure 3 : Cycle de multiplication du VHB dans I'héatocyte [13].
2.2.4. Epidémiologie

2.2.4.1. Tropisme du virus

L’homme est le réservoir du virus. Le virus esteasigllement présent dans le
sang (18 /ml de sang), mais il est détecté dans les sénstvaginales, le
sperme, la salive, les liquides naso-pharyngéwinus est parfois présent dans

les urines, le LCR, le liquide pleui&l.8.14]
2.2.4.2. Mode de transmission.

% Voie parentérale
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La transmission est essentiellement parentéradeisecde la virémie importante
et prolongéd5.8. 14].Elle se fait a travers le sang et ses produitvéeiors
des transfusions sanguines. Le risque d’hépatitst-tpansfusionnelle était
proportionnel au nombre d’unités de sang transiis&etuellement le dépistage
du portage du VHB dans les centres de transfudidntgisation de matériel a
usage unique ont permis de diminuer ce ris¢bf D’autres modes de
contamination parentérale existent comme la comatioin accidentelle du
personnel de la santé, les tatouagg$s].

% La transmission sexuelle.
L’hépatite B est une infection sexuellement trarssibie[5.8.14].
La transmission se fait par le sperme et les séowvaginales. Il existe des
comportements sexuels a risque tels que les rappwoh protégés, la
multiplicité des partenaires. Sacko rapporte quez dbs professionnels du sexe
et les homosexuels ; le risque de portage de I'AgjldBgmente avec le nombre
de partenaires

% Transmission mere-enfant
Elle peut étre secondaire soit a une hépatite atpeé la mere dans le dernier
trimestre de la grossesse ou dans la période radenait a une hépatite
chronique[11,14].
Trepo et al ont établi que cette transmission wsbst périnatale par le contact
avec le sang et les sécrétions lors du passade fikére vaginale au cours de
I'accouchement. Le risque de contamination du nauve est de 90% lorsque
la mere a 'AgHBe et 25% lorsqu’elle n’a pas d’Agelis,14].
L’infection du nouveau-né expose a un risque étivéhronicité (pres de 100%
d’infection chronique)[18]
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2.2.4.3. Répartition géographique.

Le VHB est ubiquitaire[6,14]

. Dans le monde 2 milliards d’individus ont été emteste avec le virus et 400
millions en sont porteurs chroniquég)].

La prévalence varie selon les régions, on peutrebsé&rois zones d’endémicité
[14].

Une zone de basse endémicitéelle est constituée par 'Europe de I'Ouest,
'’Amérique du Nord, I'Australie. La prévalence dénfiection chronique
(AgHBs positif) est de 0,5 a 5% et 3 & 5% des sigent porteurs de 'AgHBs.
[5,14]

Une zone de moyenne endémicitéAyant 2 a 7% de porteurs chroniques de
I’AgHBs, 20 a 50% des sujets ont des anticorps-ldBs. Elle est représentée
par le basin méditerranéen, le moyen orient, I'Aqé du Sud, 'Europe de
I'Est et 'ex-URSS.

Une zone Hyper-endémique Constituée par la chine, I'Asie du sud-est,
I'’Afrique subsaharienne. La prévalence de l'infeatest de 8 a 15%, 70 a 95%
des sujets ont des anticorps anti-HBs. Dans cette ia contamination a lieu
essentiellement a la naissance ou pendant I'enf&@eegui explique cette haute
prévalence[5].Une étude réalisée au Mali en 1980 a donné ledtaés.ci-
apres : 16,5% d’AgHBs, 34,15% d’anti-HBc, 46,6%ndidiBs. A partir de ces
résultats, 90% de la population étaient au moimgepos d’'un marqueyg1].

En 1997, la prévalence de I' AgHBs était de 14%sdarpopulation des femmes
enceintes et le risque de transmission mere-egfaittde 37,5%16].

En 2002 Tembely25], en 2003 Guind¢22], et en 2004 Tangaf@a6] avaient
eu des fréequences de 15,25%, de 14,9% et 15,722dehdonneurs de sang au
centre national de transfusion sanguine de Bamakoies ces études ont

montré que le Mali est un pays a forte endémicité.
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Tableau |: Niveau de prévalence du portage chronique sébdsnzones

géographiques du monde [4,20].

Classification

Portage chronique

Zone géographique

Forte prevalence 5a10% Afrique, Asie du Sud
Est
Italie, Afrique du
Prévalence 2a5% Nord, Espagne, Gréc
intermédiaire Japon
Faible prevalence 0,30% Europe du Nord, USA
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HBsAg Endemicity
B - 8% -High
] 2% - 8% = Intermediate
] <2% =Low

Figure 4 : Distribution mondiale de la prévalence du VHB][2

2.2.4.5. Groupes a risques

Ces groupes sont liés aux différents modes de wmmation du VHB.

Les polytransfusés, les hémophiles, les hémodiglys¢ les toxicomanes

intraveineux présentent un haut risque.

Selon Trepo et al, plus de 80% des toxicomaneaveaineux ont au moins un
marqueur du VHB17]

. On peut aussi parmi les groupes a risque citenfdnt né de mére AgHBs
positif et le personnel de santé chez lequel I'htp& est considérée comme
une maladie potentiellement professionnelle.

L’entourage familial d’'un porteur chronique, lesiets a partenaires sexuels
multiples et les homosexuels présentent aussdeie importanl4.21]
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2.2.5. Margueurs biologiques de I'hépatite B.

2.2.5.1. Marqueurs non spécifiques

- Transaminases : I'élévation des transaminases (ALAT : Alanine Amin
Transférase et ASAT : Aspartate Amino Transférgsedmet de mettre en
evidence une cytolyse hépatite. Leur valeur eseetfl et 100 fois supérieures a
la normale dans les hépatites aigués. Au cours 'ligpdtite chronique
I'élévation est modérée (1 a 5 fois a la normdl®)LAT est presque toujours
supérieure a I'ASAT en lI'absence de cirrhose, Erse se produit si c’'est la
cirrhose[5, 6].

- Taux de prothrombine (TP): ce taux est abaissé lors de I'hépatite sévere,
(TP< 50%). Un taux< 30% définit I'népatite fulmirtan

La VS est élevée et le taux de lymphocytes essaban cas d’hépatite sévere.
2.2.5.2. Marqueurs spécifiques

% Les Antigenes
- Antigéne HBs :La présence de I'AgHBs dans le sang signale Litide par le
VHB. Il est détectable dans le sérum des sujeeciff entre 2 et 6 semaines
apres contamination.
La persistance au-dela de six mois de I'AgHBs t@mei une infection
chroniqu€6.7.14].

Sa négativation dans le sérum permet de prédieeéunlution favorable a la
guérison5 .6]
-Antigéne HBc: Il est le témoin de la réplication virale dangissu hépatique
d’un sujet atteint du VHB.
-Antigene HBe : détectable dans le sérum, sa présence témoignphase de
réplication virale intense et d’'une contagiosit@amante[8.14].
La persistance de cet antigene plus d’'un moisrestdice précoce de passage a
la chronicite[16].
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-ADN et ADN polymérase: sont aussi des marqueurs de la réplicationexiral
% Les Anticorps :

- Anticorps anti-HBs: Au cours d'une hépatite aigué l'anti-HBs devient
détectable lorsque I'AgHBs disparatit. Il conferee ummunité protectrice vis-a-
vis d’'une réinfection par le VHB. Son apparitiogree I'arrét de la réplication
virale et témoigne une infection ancienne en alesethe vaccination5].
Anticorps Anti-HBc : Ce sont des marqueurs tres précoces de liofecti
Associés a I'AgHBs, ils traduisent une infectioncanirs[27].

lls sont de deux types : IgM Anti-HBc et IgG AntBid, ce qui permet de dater
I'infection.

L’'lgM Anti-HBc détectable pendant la phase préicige est le témoin d’'une
infection récent¢6.8.14]

Les IgG Anti-HBc témoignent une infection ancieniie persistent pendant
des années voire toute la vie

Les IgG Anti-HBc représentent les meilleurs margsewsur le plan
épidémiologique.

-Anticorps Anti-HBe : Il apparait dans le sérum quant 'AgHBe n’est plus
détectable.

Sa présence dans le sérum témoigne I'absence lileaté®m virale. Cependant
certains sujets anti-HBe positifs peuvent avoir unfection virale active surtout
si ’AgHBs ou ADN virale existe dans I'hépatocyte27]
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Tableau IlI: lllustration des différents cas possibés d’évolution de I’

Hépatite virale B : les marqueurs associés aux ddfents types de patients

[6]

ENZYME ANTIGENES ANTICORPS DNA

ALAT Ag HBs |Ag HBe [|Ac anti[|Ac anti||Ac anti[|DNA
Ag Ag Ag du
HBs |[HBc HBe [virus

hépatite aigué + + + - - - +
début
hépatite aigué +++ +) +) - + (IgM) ||- (+)

phase d'état

hépatite aigué (+) Vv - \Y + (IgM) ||+ Y,
phase postictérique

Guérison 0 - - + + (IgM) |1+ -

hépatite chronique

avecvirus circulant ||+ + +) - + ) +

hépatite  chroniqud|(+++) + ) - + (+) -

sans virus circulant

porteur
asymptomatique 0 + + - + - +
avec virus

circulant

porteur
asymptomatique 0 + - - + + -
sans virus

circulant

sujet vacciné 0 - - + - - -
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Titre

Ac/Ag Lo anti-HEc
Ac anti-HEs
Ac anti-HBe
| : Al -HB“J_
il 1 2 3 4 5 i 7 8

Mois apres |'exposition

Figure 5: Evolution des Antigénes et Anticorps en fonctiomlu temps le cas

d’'un malade « normale » [8].

Evolution des marqueurs viraux de I'Infection au virus de I'hépatite virale
B.
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6 mois - 1 an Années
Hépatite B d'évolution récente Hepatite B d'évolution ancienne
Ag HBs - Ag HBe - IgM anti-HBc Ag HBs - Ag HBe - Ig anti-HBc

PAS d'anti-HBs

2.2.6. Les moyens de diagnostic sérologique deseictions par le Virus de
I'Hépatite Virale B

2.2.6.1. Tests de dépistage sérologique de I'’Ag HBs

Le diagnostic virologique de l'infection a VHB eavant tout un diagnostic
sérologiqgue basé sur la recherche d’antigenes rpéthode immuno-
enzymatique (ELISA) ou autre méthode immunologiqde sensibilité
équivalent. Le diagnostic de l'infection reposezlhiadulte sur la détection des
Ag HBs.

Le développement des techniques de biologie mizléeune permet pas pour
I'hneure de remplacer les techniques sérologiquesraegient partout dans le
monde les techniques de références pour le dépisiag infections a VHB.

Il existe désormais de trés nombreux tests dispemipour la détection de
I'infection. lls reposent sur des Ag HBs concegiféérents (tests indirects,
tests sandwich, tests compétition,...), des suppdifférents (microplaques,
microparticules, immunofiltres,...), une technologiéfélente (technologie

microplaque classique, automates, tests unitairesi.goté des tests ELISA,
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des tests d’agglutination (particules de gélatiaasiilisées) sont également

disponible.

Le dépistage de I'Ag HBs s’effectue le plus souveat des tests dits ELISA
(Enzyme- Linked- Immunosorbent- Assay) ou par desstrapides utilisant
comme antigenes des lysats viraux ou des protéieesmbinantes ou

synthétiques.

La recherche de I'AgHBs faite par VIDASC pioMérieux® France)

Vidas® HBs Ag Ultra (HBs) est un test qualitatif et quitaiif, automatisé sur
les instruments VIDAS, permettant la détection’detigéne de surface du virus
de I'hépatite B (AgHBs) dans le sérum ou le plasgmaain par la méthode
ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

La sensibilité analytique de VIDAS PC est inféree;15ng/ml d’AgHBs et sa
spécificité est 100%.

»  Principe du test :

Le test Vidas HBs Ag Ultra utilise la technique EFRutomatisable sur le
systeme Vidas. Ce dosage peut étre effectué setwat@coles : protocole long
HBL (90 minutes), protocole court HBS (60 minutes).

Le cOne a usage unique sert a la fois de phastesalile systeme de pipetage.
Les réactifs de la réaction immunologique sontspeét’emploi et pré répartis
dans la cartouche.

Toutes les étapes du test sont réalisées autoreateqt par I'instrument. Elles
sont constituées d’'une succession de cycles dagpir/ refoulement du milieu
réactionnel. Aprés une étape préliminaire de lavalgs antigenes de
I’échantillon se lient simultanément aux anticompsnoclonaux fixés sur le cone

et a I'anticorps conjugué de la biotine.
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Les composants non liés de I'échantillon sont é&léwipar lavages I'antigene
capturé par la phase solide et complexé a I'arigbiotinylé est mis en contact
avec la strepavidine conjuguée a la phosphataskrnaui se lie a la biotine.
Une nouvelle étape lavage élimine les composamtdirés.
Lors de l'étape finale de révélation, le substrdtMethyl ombelliferyl
phosphate) est aspiré puis refoulé dans le c6eazyime du conjugué catalyse
la réaction d’hydrolyse de ce substrat en un pto@iMethyl ombelliferone)
dont la fluorescence émise est mesurée a 450nnvaleur du signal de
fluorescence est proportionnelle a la concentratierl’antigene présent dans
I'échantillon.
A la fin du test, les résultats sont analysésmatmuement par l'instrument et
exprimés en indice par rapport a un standard.
»  Composition du test:
Le coffret du VIDAS® HBs Ag Ultra est composé detééts

- 60 cartouches

- 60 cones HBs

- Un standard HBs 3 ml (lyophilisé) S1

- Un contr6le positif HBs 1,5 ml (liquide) C1

- Un contrdle négatif HBs 1,5 ml (liquide) C2

- Une carte MLE fiche de spécifications contenant demnées usine

nécessaires a la calibration du test.

»  Mode opératoire :
« Saisie des données de la carte MLE :
A l'ouverture du nouveau lot, les spécificationss (données usine) ont été
entrées dans l'instrument (vidas ou mini vidasalé de la carte MLE (fiche
de spécifications) incluse dans chaque coffretcedie opération n’était pas
effectuée avant de commencer les tests, l'instrimerpourrait pas éditer de

résultats. Ces spécifications ne sont entrées gqusenle fois pour chaque lot. Il
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est possible de saisir les spécifications manuelidrou de facon automatique
grace a la carte MLE.

» Calibration :

La calibration, a I'aide du standard fourni dansddfret, doit étre effectuée a
I'ouverture de chague nouveau lot aprés entréespesificationslu lot tous les
14 jours. Cette opération permet d’ajuster la catibn a chaque instrument et
I’évolution éventuelle du réactif dans le temps.

Le standard, identifié par S1, sera analysé enldouh valeur du standard doit
étre comprise dans les limites de RFV (Relativefdacence Value) fixée. Si ce
n'est pas le cas: refaire une calibration.

» Reéalisation du test :

Sortir uniquement les réactifs nécessaires, lesseta30 minutes a température
ambiante avant utilisation.

Utiliser une cartouche «HBS» et un cone «HBS» pthaque échantillon,
contréle ou standard a tester. Vérifier que le sade cones a bien été refermé
apres chaque utilisation.

Taper ou sélectionner «<HBS» sur I'instrument peypriotocole court et taper ou
sélectionner «HBL» pour le protocole long. Le stmdd identifié
obligatoirement par «S1», doit étre utilisé en deuBi le contrdle positif doit
étre testé, il sera identifieé par C1. Si le comtrokgatif doit étre teste, il sera
identifié par C2.

Homogénéiser a l'aide d’'un agitateur de type voktestandard, les contrdles et
les échantillons.

Distribuer 150 ul de standard, d’échantillon, ou amntrole dans le puits
echantillon des cartouches. Placer dans linstrirdes cones et les cartouches.
Bien vérifier la concordance des codes (couleurtetttes) entre le cone et

cartouche.
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Démarrer I'analyse. Toutes les étapes sont aloréegéautomatiquement par
I'appareil. Les résultats sont obtenus en 60 ourr@@utes environ selon le
protocole sélectionné.

A la fin de l'analyse, retirer les cones et lesmaches utilisés dans un container
approprié.

* |es tests rapides disponibles au laboratoire :

Exemples :

Les tests rapides non discriminants avec unelsbéiisélevée

- Determine Ag HBs, -“DIAQUICK” Ag HBs CassetteHEPA-SCAN, VIKIA
HBSAg.

Le test rapide discriminant avec une specificievéé

- ImmunoComb Il Ag HBs

* Evolution des tests rapides

Détermine Ag HBs

Actuellement c’est un test immunologique qualitatipide in vitro pour la
détection des antigenes HBs.

ImmunoComb Il Ag HBs :

Ce test a un niveau excellent, et présente beautauantages.
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3. MATERIELS ET METHODES :
3.1. Cadre d’étude
Notre étude a été realisée dans le laboratoireHlu Gabriel TOURE.
3.1.1. Historique
Le CHU Gabriel TOURE est situé a Bamako capitaMiALI a cheval entre les
communes Il et lll au centre commercial de la ville est bati sur une
superficie de 3,1hectares.
En 1959, I'ancien Dispensaire Central de Bamate a&rigé en hopital. Il sera
baptisé «Hbépital Gabriel TOURE» en hommage auifgacrd’'un jeune
Soudanais stagiaire en médecine de la faculté darD@ENEGAL). Il était
venu faire son stage de vacances au DispensairgaCde Bamako. Cela a
coincidé avec une épidémie de peste au Soudandisahe jeune étudiant en
médecine fut des actions sacerdotales pour saeseandtimes. Il contracta lui-
méme la peste lors de cette épidémie et mouruitSs4.
3.1.2. Organisation
L’'Hopital Gabriel TOURE a été érigé en Etablissem@ublic a caractere
Administratif (EPA) en 1992, doté de la personegalitorale et de I'autonomie
de gestion. C'est I'un des onze (11) Etablissemdpblics a caractéere
Hospitalier (EPH) institués par la loi n° 94-009 2Rimars 1994 modifiée par la
loi n°02-048 du 12 juillet 2002 portant création dtentre Hospitalier
Universitaire (CHU).
3.1.3. Laboratoire
L’ancienne pharmacie de I'hépital a été réaménampétaboratoire de biologie
médicale lui-méme faisant partie du Départementicoéchnique.
Il comprend :

* deux grandes salles de travail pour I'hématolegia biochimie,

* une salle de prélevement et de parasitologie,

* une salle de stérilisation,
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* une salle de garde avec toilette,

* un bureau de chef de service,

* trois salles aménagées récemment pour les astidé@édbactériologie et

équipées en matériels de bactériologie » (3 autsmd’hémoculture

BACTEC® 9050, 2 hotes, des congélateurs des reatgérs, des micro-

ordinateurs avec une communication Internet.

Les activités sont regroupées par section, chaegtes est dirigée par un
interne :

* section de biochimie équipée de 2 Spectrophot@setr

* section d'immuno- hématologie équipée de 01 CaukiBX micros 60,
01 minicentrifigeuse et de 01 Cell-dyn 1700, etnd@ell-dyn Emerald

* section de parasitologie équipée de Microscopes,

* section de bactériologie pour la recherche,

* section pour les taux de CD4 équipée d’'un BD FA&DR8N", etc.
Le personnel comprend :

* un pharmacien biologiste,

* Trois internes en pharmacie et un interne en meegec

* des techniciens de laboratoire repartis entralilédrentes sections du
laboratoire,

* un personnel de surface.
3.2. Population d’étude
Notre échantillonnage a été constitué a partir plédevements des patients
référés au laboratoire pour un dépistage du Vieud'lépatite Virale B, soit
parce qu’ils sont malades (hospitalisés ou non) gaice qu’ils ont décidé
volontairement de connaitre leur statut sérologifjes prélevements ne portent

pas les noms et prénoms.
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3.3. Type d’étude

Il s’agissait donc d'une étude rétrospective (2GD&009) et transversale
prospective de Janvier -Aout 2010 pour le diagoastrologique de I'infection
au Virus de I'Hépatite Virale B chez les personmedades hospitalisées et les
volontaires référées au laboratoire du CHU GaRi@URE.

3.4. Critéres d’inclusion et de non inclusion

3.4.1. Critéres d’inclusion

Sont inclus dans notre étude les prélevements asnfs recus au laboratoire
pour un dépistage du Virus de I'Hépatite Virale Bieterne (hospitalisés) ou
en externe et tout volontaire du CHU Gabriel TOURE.

3.4.2. Critéres de non inclusion

N’était pas inclus dans notre étude tous preléevesraa patients non conformes.
3.5. Aspects éthiques

3.5.1. Confidentialité

Les noms des patients ne figurant pas dans |'étiash®nymat a été respecte.
3.5.2. Consentement éclairé

Un consentement éclairé a été obtenu aprés etiplicaux patients des
bénéfices et des contraintes liés au dépistags, sialangue usuelle.

3.5.3. Risques liés a I'étude

Les malades ont été informés des risques qu’iserd en faisant le dépistage
tels que la douleur aux points de piqdre et leuesd’infection du point de
ponction.

3.5.4. Respect des références bibliographiques :

Les textes des références bibliographiques n’ons (fait I'objet de
modifications. La propriété intellectuelle des awge de nos références
bibliographiques a été respectee.

3.6. Echantillonnage
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3.6.1. Méthode et techniques d’échantillonnage

L’échantillonnage utilisé dans cette étude étaithagstif. 1l concernait
'ensemble des prélevements des patients référéabmuwatoire pour un test
VHB dans le cadre d'un bilan systématique ou pone @onfirmation de
diagnostic de l'infection au VHB ou pour un dépigavolontaire pendant la
période d’étude.

3.6.2. Taille de I'échantillon

Durant la période d’étude allant du 03 Mars 200®&WNovembre 2009 et du
11Janvier au 30 Aout avec la mise en place dsutamce qualité entre les 2
périodes, l'effectif des prélevements dépistéslanoratoire a été de 1410
prélevements qui ont constitué notre échantillon.

3.6.3. Variables étudiées

Les variables sélectionnées pour atteindre lescbfgefixés ont été les
suivants : Sexe, age, statut sérologique, prafiesservices.

3.6.4. Collecte des données

Les renseignements ont été recueillis a partir begstres de données du
laboratoire.

3.6.5. Saisie et analyse des données

Les données ont été saisies, traitées et analgseeSPSS puis sur Microsoft
Office Excel 2007 pour Windows

Word 2007 a été utilisé pour le traitement de texte

Microsoft Excel —Logi-Evaluat-labo.xls a été usdlipour évaluer le laboratoire.
Pour I'évaluation du laboratoire nous avons choisé grille d’intervalle pour
apprécier les parametres étudiés :

<50% c’est insuffisant,

De 50 a 69% c’est passable,

De 70 a 79% c’est assez bon,

De 80 a100% c’est bon.
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3.7. Conditions de sécurité au laboratoire

port de gant et blouse,

lavage des mains apres avoir retiré les gants,

eau de javel pour effluents (sérum — lavage),

pas de contact des substrats avec la peau,

nettoyage des paillasses a I'eau de javel pualéobl a 70°,

utilisation de 2 sortes de poubelles :

* une pour cartons d’emballage, papiers...

* une pour déchets contaminés pour incinération,

Décontamination des pipettes aprés une nuit endegavel (containers
spéciaux),

lavage des mains avant de quitter le labo,

toute plaie doit étre protégée (pansement),

En cas d’exposition au sang :

* nettoyage a I'eau de javel et au savon,

* ringage,

* désinfection avec l'alcool a 70° pendant 3 minutas eau de Javel
diluée au 1/10,

En cas de projection de liquides dans les yeweflabondamment a I'eau
ou au sérum physiologique),

déclaration des accidents de travail sur le regis#t suivi
sérologique (faire une sérologie des I'accidens gointréler a 3 semaines
et a 3 mois),

la mise a la disposition de médicaments anti- vétmax pour le personnel
de I'hopital en cas de risque important doit é&teéchie en fonction des

disponibilités.
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3.8. Optimisation des conditions opératoires

- Avant l'utilisation du kit :
* laisser équilibrer les réactifs d’'un KIT pendard &inutes a la
température ambiante (se conformer aux recommamsatiu fabricant),
*veérifier que le kit n’est pas périme,
* ne jamais mélanger les réactifs de lots différents

- Pendant l'utilisation du kit :
* respecter les dilutions et les temps d’incubation,
* vérifier le volume de «dispense » et [utilisatiocorrecte des
micropipettes. (Vérifier le calibrage de ces pipsit
* s'assurer que la verrerie a bien été rincée auldetillée avant

utilisation puis séchée.

3.9. Méthode de laboratoire

Procédure de tests de diagnostic biologique rapid¢ TDR) du VHB

Phase pré analytique :

- ldentification du patient

- Vérification de la demande d’examen

- Counseling pré test

- Enregistrement du patient (nom et prénoms, age, sésidence, profession,
ethnie, autres renseignements si besoin

- Choix des matériels de prélevement

- ldentification des matériels de prélevement

- Prélévement proprement dit

- Traitement (centrifugation...), Transport et consaoratles échantillons
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Phase analytique :

- Choix des tests, contrdles de qualités
- Exploitation des modes opératoires

Phase post analytique :

- vérification des résultats des contréles et duepati

- Validation technique /analytique des résultatsi@aechnicien
- Validation biologique des résultats par le bioltgis

- Exploitation des résultats, enregistrement

- Conservation des prélevements

- Counseling post test

- Rendu des résultats aux prescripteurs/clients

- Archivage des résultats

- Gestion des déchets biomédicaux

3.9.1. Le prélevement sanguin :
Principes- Indications
Ce mode opératoire décrit les différentes étapesiiare pour réaliser les
prélevements sanguins. Il s’applique a I'ensemlds prrélévements sanguins
réalisés sous la responsabilité du laboratoire.
Prélevements
Les prélevements sont réalisés sous la resporigadii biologiste et sont
pratiqués par le personnel autorisé.
Matériel et Réactifs

e Corps et aiguille de systeme de prélevement salgs vi

» tubes de prélévement sous vide.

» Seringues a usage unique avec aiguille : 5, 10 atl2
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e Tubes pour prélévement traditionnel : conditionnetmestandards (5
ou 7ml) et pédiatriques (2ml).
« Garrot.
« Coton hydrophile.
» Alcool a 70° ou Alcool iodé, Bétadine ...
 Pansements.
» Boite récupératrice d'aiguilles, poubelle pour @éshcontaminés et
poubelle pour déchets non contaminés.
NB : avant d'appeler le patient, il est nécessairecdidiar la présence de tout le
matériel indispensable au prélevement.
Mode opératoire
Déroulement du prélévement sanguin.
Le préleveur, muni du bulletin de demande d’anal/assure de l'identité du
patient (nom, prénom et date de naissance).
Il s'assure de la conformité des conditions desperhent :
- Etat de jeun.
» Derniere prise de médicaments.
 Autres conditions si nécessaires.
Il s'enquiert de l'existence d'une éventuelle théutique et sollicite, si
nécessaire, des informations cliniques complémestat note ces informations
sur le bulletin de demande d’analyse.
Il sélectionne les tubes a prélevements (naturetecance et nombre) en
fonction des analyses prescrites (Cf. Annexe 1).
Il identifie les tubes en inscrivant le nom, lermpé, le numéro d’identification
et la date.
» |l pratique antisepsie de la peau a l'aide d'uorcainprégné de solution

antiseptique.
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» Pose du garrot et recherche de la veine, a prélapatement.
» Utilisation d'aiguille stérile & usage unique ohtigjre. Utiliser les tubes a
prélevement en fonction des analyses prescritesd@fiexe 1).
» Desserrer le garrot avant de retirer l'aiguille.
* Retirer I'aiguille tout en comprimant la veine awetcoton sec.
» Le patient assure la compression (et non pas dtoin) pendant 2 a 3
minutes.
NB : En cas de prélevement sur différents types desfuloedre de prélevement
suivant doit étre respecté (le code couleur coomd@ux anti-coagulants décrits
dans le document Instructions
« Choix des tubes »
ROUGE—+ BLEU+» VERT VIOLET et/ou NOIBRIS
Elimination de l'aiguille :
Les aiguilles doivent étre obligatoirement élimimé@ans le récipient prévu a cet
effet (boite de sécurité), immédiatement apres ridepement et au vu du

patient. Le recapuchonnage est interdit.

3.9.2. Sérodiagnostic de HVB par le Détermine Ag HB

Dénomination et domaine d’application)

Abbott Détermine™AgHBs est un test immunologiquealiatif in vitro a
lecture visuelle pour la détection des AgHBs dansérum, le plasma ou le sang
total humain. Ce test constitue une aide pour taatién des AgHBs chez les
sujets infectés.

Principe du test :

Détermine Ag HBsest un test immuno chromatographique pour la détect
gualitative des Ag HBs.

L’échantillon est déposé sur la zone de dépb6t dehéntillon. Comme

I’échantillon migre jusqu'a la zone de dép6t dujugné, il se reconstitue et se
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mélange avec le conjugué colloide de sélénium emiigCe meélange continue a
migrer sur la phase solide jusqu’aux antigenesmbdarants immobilisés et aux
peptides synthétiques au niveau de la fenétrematie

Si les Ag HBs sont présents dans I'échantillon, sés lient a I'antigene du
conjugué antigéne colloide de sélénium et a I'amiggde la fenétre/patient en
formant une ligne rouge au niveau de la fenétrepat

Si les Ag HBs sont absents, le conjugué antigetieide de sélénium traverse
la fenétre/patient sans former de ligne rouge.

Une barre de contrble de procédure est incluse dansysteme de test afin
d’assurer la validité du test.

3.9.3. Sérodiagnostic du Virus de I'Hépatite ViraleB par 'lmmunocomb Il

La trousse IMMUNOCOMB AgHBs est un test Immuna@natique indirect
en phase solide (EIA). La phase solide est un petgn12 dents, chaque dent
étant sensibilisée a sa surface en deux pointgpots 8e réaction :

Spot supérieur —sérum albumine bovine biotinyléen{@le interne).

Spot inférieur — anticorps monoclonaux anti-HBs.

Tous les réactifs nécessaires a la réalisatiorestusbnt préts a I'emploi et pré-
distribués dans le bac de développement. Le baeédsgoppement est divisé en
6 compartiments (A a F) de 12 puits chacun, chagugpartiment correspond a
un réactif et a une étape du test. Le déroulemenést consiste a transférer le
peigne d'un compartiment a l'autre. Le test débpée la distribution des
échantillons de sérum ou de plasma dans les puit®hpartiment A du bac de
développement. Le peigne est alors introduit darimpartiment A. L’AgHBs
eventuellement présent dans les échantillons testésapturé par les anticorps
anti HBs au niveau des spots inferieurs des dan{sedyne. Tout anticorps non
fixé de facon spécifique lors de cette premierpestst éliminé au cours d’'une
étape de lavage dans le compartiment B. Dans legpaiments C 'AgHBs

capturé sur les dents est reconnu par un antiarpdHBs biotinylé. Dans le
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compartiment D, les complexes biotinylés antigeméicorps au niveau des
spots inferieurs et le sérum albumine bowimtinylé des spots supérieurs
de contrble, réagissent avec un conjugué streptevighosphatase alcaline.
Aprés une nouvelle étape de lavage dans le comparti E, la phosphatase
alcaline réagit dans le compartiment F avec un cs@ghromo-génique. Cette
derniére réaction entraine la visualisation degltas sous forme de spots gris-
bleu a la surface des dents du peigne.
Bacs de développement :
La trousse comprend trois bacs de développememuveds par un film
d’aluminium. Chaque bac de développement contienis tles réactifs
nécessaires a la réalisation du test. Un bac dela#ement est constitué de 6
compartiments (A a F) de 12 puits chacun.
Chaque compartiment contient les réactifs suivants
Compartiment A:  diluant d’échantillons
Compartiment B : solution de lavage
Compartiment C : anticorps de chévre anti-HBs biotinylés.
Compartiment D : conjugué streptavidine- phosphatase alcaline
Compartiment E:  solution de lavage
Compartiment F:  substrat chromo-génique contenant du
5-bromo-4-chlorof8iolyl phosphate (BCIP) et
nitro- bleu- tétodimm (NBT)
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Figure N°6 : Bac de développement récouvert d’'un film d’aloinam et
contenant tous les réactifs nécessaires a laatahsdu test.
Source : Photographies. Dr Samba Adama SANGARErdabioe CVD CHU

Gabriel Touré.

Figure N°7 : Peignes.
Source : Photographie. BAMS

Sécurité et précautions d’emploi :
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Cette trousse est réservée au diagnostic in \euement.

- Bien qu’inactivé, le contrble positif doit étre «kéré comme
potentiellement infectieux.

- Tous les autres produits d'origine humaine entdamts la composition des
contrbles ont été testés et trouvés négatifs pamtigene de surface du virus
de I'népatite B (AgHBS) et pour les sérologies tepatite C et du VIH.
Néanmoins, aucune méthode de dépistage ne pouaanttig I'absence totale
de contamination virale, tout contréle ou échaorillhumain doit étre
considéré comme potentiellement infectieux et @aaipulé avec precaution.

- Se protéger avec des gants et une blouse de labera&uivre les consignes
de sécurité de travail au laboratoire pour la maaipn de sérum ou de
plasma humains.

- Ne pas pipeter a la bouche.

- Tout échantillon testé, peigne utilisé, bacs deeligppement ou tout autre
matériel utilisé lors de I'utilisation de la troasgloit étre traité et éliminé en
tant que déchets a risque biologique.

- Ne pas mélanger les réactifs provenant de lotéreifits.

- Ne pas utiliser la trousse au dela de sa dater@enpéon.

Conservation de la trousse :

Conserver la trousse dans sa boite originale 2Atee8 °C. Dans ces conditions,

la trousse demeure stable jusqu’a la date de péi@mpdiquée sur I'étiquette.

Ne pas congeler la trousse.

3.10. CHRONOGRAMME DES ACTIVITES
Nous avons suivi le chronogramme des activités pélaboration de la thése.

(Voir annexe 8).

3.11. DEFINITION OPERATIONNELLES DES TERMES : (voir annexe 1)
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4- RESULTATS.
4.1. Résultat d'évaluation du laboratoire
TABLEAU NeIll : Evaluation des conditions du batiment, fluideséstégalités

Batiments, fluides et généralités

Conditions du batiment................coociiiiiiii
Approvisionnement en fluides.............ccccvvviiivieeeeennn.
% de pieéces techniques utilisées..............ccoovevenen .
Nombre de pieces techniques (niveau dépendant).......
Possibilité de communication..............cccooeviiinnann .

Couverture des maladies infectieuses...............ooee.. ..

Les conditions générales du batiment sont a 10066 ane couverture des

maladies infectieuses a 56%.
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TABLEAU N°IV : Evaluation de la biosécurité et de I'hygiéne dwlatoire

Biosécurité et hygiene

Procédures en hiosécurité

Formations en biosécurité

Conditions de biosécurité

Sécurité des équipements
Elimination des déchets

Documentation en biosécurité

Utilisation de moyens de protections

La biosécurité et I'hygiéne sont assurées a 90% lpdaboratoire. Parmi les

parametres étudiés, les mesures de protectionrdarpe! et la sécurité avec

I’équipement sont assurées respectivement a 6@796t En dehors de ceux-ci,

les autres parametres de biosécurité sont assuresaax satisfaisant (100%).
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TABLEAU N°V : Evaluation des prélévements et de I'hygiéne

Prélevements et hygiéne

Qualité des prélevements reCuS..........covevvviieiienennnnnn,
Procédures de prélevement.............ccccoevi i iivnienen.
Qualité du formulaire de demande d'examen................
Esprit critique vis-a-vis des prélevements....................
Qualité des regisStresS. .. ...oviie i e
Examen mMacroSCOPIQUE. ... vuuuvrieeineeeiietee e eaeeenenans,
Devenir des SPECIMENS. ... ...iuuie it ee e e vae e aenns

Qualité de la tracabilité des spécimens........................

Dans I'ensemble I'évaluation des prélevementshegiene sont a 95% avec

VN

I'esprit critique vis-a-vis des prélévements apgea 100% avec une qualité

de la tracabilité des spécimens a 100%
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TABLEAU N°VI : Quantité minimum des équipements présents dans le
laboratoire de sérologie (GBEA MALI)

Désignation Quantité disponible

Bain marie 1
Balance de précision
Centrifugeuse
Congélateur -20°C
Congélateur-70°C
Connexion internet/an
Chronometre

Etuve

Four

Générateur de secours
Equipement ELISA
Incubateur de grosse taille
Incubateur de petite taille
Machine a laver
Microscope binoculaire

Ordinateur+imprimante

N WON PP O P P ODN O, N P N O

Spectrophotometre

I

Réfrigérateur 6°C

Moyenne 73%

La quantité minimum des équipements présents @dabdratoire de sérologie
est de 73%.
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TABLEAU N°VII : Evaluation des réactifs et approvisionnement

Réactifs et approvisionnement

Préparation de réactifs faits maison....................c.oooen. 0%

Qualité de la gestion des réactifs................cocovienni.
Disponibilité de fonds pour les réactifs..........................
Utilisation de réactifs perimes.............coccevviiiiiiiennnnnnn.

Disponibilité de réactifs pour autres sérologies ...... mumu.

L’évaluation des réactifs et I'approvisionnementaloratoire sont assurés a
hauteur de 62% dans I'ensemble. La disponibiktéahds pour I'achat des

réactifs sont assurés a 40%.
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TABLEAU N° VIII : Evaluation de la qualité totale

Qualité totale

Disponibilité de procédures d'analyse................
Présence de contrble de qualité interne..............
Présence de relevés de températures................
Qualité de la maintenance préventive.................
Réparation et réglage des instruments............... 33%

Disponibilité de documentation et de pieces détes

L’évaluation de la qualité totale est de 82% avee disponibilité de procédures
d’analyse, la présence de contrble de qualitérirtet la participation a un
contrdle de qualité externe a 100%. Parmi les pair@® etudiés la réparation et
réglage des instruments et la qualité de la maamies préventive sont

respectivement de 33% et 60%.
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TABLEAU N°IX : Evaluation des rapports d’activité, analyse et

communication du VHB

Rapports, analyse et communication VHB
Présence de rapports surle VBH..........................L.

Présence de rapports d'activité ...................ooeeeees.
Présence de rapports d'activité électroniques............
Possibilité de référer les échantillons.......................
Existence de supervision du laboratoire...................

Qualité de la collaboration laboratoire / laboragsi........

L’évaluation des rapports, analyse et communicatart assurés a 96%. La

gualité de la collaboration laboratoire/laborat@st assurée a 75%.

These Pharmacie 93 Aminata COULIBALY



Contribution a I'assurance qualité dans le diagnostic du virus de 'Hépatite Virale B au CHU Gabriel TOURE

TABLEAU N°X : Reécapitulatif de tous les parametres étudiés agec |

appréciations

PARAMETRES TAUX APPRECIATIONS
Batiment, fluides et généralités 93% Bon
Biosécurité et hygiene 90% Bon
Prélevement et hygiene 95% Bon
Equipements 73% Assez bon
Réactifs et approvisionnement 62% Assez bon
Qualité totale 82% Bon
Rapports analyses et communications 96% Bon
MOYENNE GENERALE 84% Bon

Ce tableau nous donne une idée générale sur lagsgualité au laboratoire
du CHU Gabriel TOURE en fonction des paramétrefuégadont la moyenne
est de 84% dans le diagnostic du VHB.

Source :logi-Evaluat-labo.xls
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4.2. Nombre de dépistages effectués au laboratoire.

Notre étude a porté sur les résultats de la sfimlde 1410 patients dont 907
échantillons de sérums analysés de 2008 a 20@Beichantillons de Février a
Septembre 2010 avec la mise en place de l'assurguakté entre les 2
périodes. Les variables étudiées étaient: 'agesdxe et les résultats de
I’AgHBs.

Les résultats obtenus de I'étude des échantilldasérums analysés de 2008 a
2009 sont consignés dans les tableaux et figuieargs :

TABLEAU N° XI : Répartition des patients selon le sexe de 2008-200

SEXE DU PATIENT EFFECTIFS FREQUENCES(%)
FEMININ 381 42,0

MASCULIN 499 55,0

INCONNU 27 3

Total 907 100,0

Le sexe ratio était en faveur du sexe masculin $dif.
Il y avait 499 patients de sexe masculin contrd @&tients de sexe féminin et

27 patients de sexe inconnu.
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Figure N°9 : Répartition des patients selon le sexe de 20@®4a.2
Il'y avait 55% de sexe masculin contre 42% padielaet sexe féminin et 3% de

sexe inconnu.

TABLEAU N°XIl : Répartition des patients selon le statut sérolagide
2008-2009

AgHBs EFFECTIFS FREQUENCES(%)
INCONNU 7 0,8

NEGATIF 746 82,2

POSITIF 154 17,0

Total 907 100,0

La sérologie AgHBs a été positive chez 154 parssrsoit 17%.0n a eu 7cas

de résultats non enregistrés soit 1%.
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RESULTAT DE L'AgHBs 2008-2009

B NEGATIF B POSITIF B INCONNU

1%

Figure N°10 : Répartition des patients selon le statut sérolagP08-2009.

TABLEAU N°XIIl: Reépartition des patients selon la tranche d’age8Zmo09.

0-15 44 4,8
16-30 235 25,9
31-45 164 18,2
46-65 85 9,4
66-95 32 3,5
Inconnu 347 38,2

La tranche d’age 16-30 était la plus représentée d42% par contre la tranche
d’age 66-95 était la moins représentée avec 5.7f0.a@it 347 cas d’age

inconnu.
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TRANCHE D'AGE
M Sériel
235
164
85
w i .
0-15 16-30 31-45 46-65 66-95

FIGURE 11 : Répartition des patients selon la tranche d’ag&-2mm9.

Apres la mise en place de I’ assurance qualité :

- Redaction des MON (Modes Operatoires Normaligés)Annexe.

- Reception et enregistrement corrects des édloausti

Les résultats obtenus de I'étude des échantilibmsérums des patients analysés

en2010 sont consignés dans les tableaux et figureants :

TABLEAU N°XIV : Reépartition des patients selon le sexe 2010.

MASCULIN

FEMININ

Le sexe ratio a été toujours en faveur du sexe utiasoit 1.12.

Il y avait 266 patients de sexe masculin contr@ @2atients de sexe féminin.
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Nous avons constaté une grande amélioration a@umide I'enregistrement du

sexe des patients.

SEXE

B FEMININ B MASCULIN

Figure N°12 : Répatrtition des patients selon le sexe 2010.
Il y avait 57% de sexe masculin contre 43% padieetsexe féminin.

TABLEAU N°XV : Reépartition des patients selon le statut sérolagign
2010.

NEGATIF

POSITIF

La sérologie AgHBs a été positive chez 103 parsesisoit 20%.

Une amélioration a été constatée au niveau despstrement des résultats.
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RESULTAT DE L AgHBs 2010

B NEGATIF mPOSITIF

FIGURE N°13: Répartition des patients selon le statut sérglogien 2010.

TABLEAU N°XVI: Répartition des patients selon la tranche d’agepdasntes
en 2010.

0-15 49 9,8
16-30 211 41,9
31-45 130 25,8
46-65 84 16,7
66-95 29 5,8
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250

200
150
100
50
0]

16-30 31-45 46-65 66-95

La tranche d’age 16-30 était la plus représentée a¥1 cas et celle de 66-95 la

moins représentée avec 29 cas.

FIGURE N°14 : Répartition des patients selon la tranche d’agepdésnts en
2010.

TABLEAU N°XVIl : Fréguence de la réalisation de 'AgHBs selon I'anné

2008 14,9
2009 697 49,4
2010 35,7

L'année 2010 a eu le plus d’effectifs avec 697 guati cela s’explique par la

disponibilité des réactifs sur une longue périodéahnée.
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M NEGATIF ® POSITIF

746
377
154 126

2008-2009 2010

FIGURE N°15: Nombre de tests sérologiques réalisés de 2008-20@h
2010 et leurs résultats.

En 2010 le nombre de patients positifs a augmeamtare péeriode moins longue
due au dépistage volontaire suite a la grande cginepde sensibilisation menée.
TABLEAU N°XVIII: Répartition des patients selon la tranche d'age des

patients et le statut sérologique.

NEGATIF POSITIF
0-15 37 7
16-30 197 37
31-45 126 37
46-61 72 13
62-77 23 2
78-95 6 0
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RESULTATS DE L'AgHbs par rapport a
I'age

E NEGATIF H POSITIF

197

23
(-

0-15 16-30 31-45 46-61 62-77 78-95

6 o

FIGURE N°16 : Répartition des patients selon la tranche dtiegepatients et le

statut sérologique.
Les tranches d’age les plus représentées étaiedit £#631-45 ans.

Tableau N°XIX : Répartition des patients selon le sexe du patielet sultat

de 'AgHBs.

NEGATIF POSITIF
FEMININ 331 49
MASCULIN 395 101
INCONNU 20 4
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FIGURE N°17: Sexe du patient et résultat de 'AgHBs

Le sexe masculin a été le plus représenté avec@98'échantillons négatif et

101 cas d’échantillon positifs.
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LES DIFFICULTES RENCONTREES

+ Difficultés liées au prélévement

- Les bulletins non- conforme n'authentifient paptavenance de ces derniers
et indirectement les qualificatifs du prescripteur

- Les données sociodémographiques incomplétes ne pesosettaient pas de
bien étudier la population concernant le fleau

« Difficultés liées au local et a la gestion des déstis biomédicaux

- Manque de locaux pour les activités

- Paillasses non-conformes (anciennes paillasses ralggements de
médicaments).

- Insuffisances dans la gestion des déchets.

- Manque de local approprié pour le stockage desaomables et réactifs.

- Manque d’équipement pour le stockage des sérunitifpos

« Difficultés liées au personnel

- Manque de motivation du personnel

- Charge énorme de travail.

- Niveau bas de formation du personnel technique

- Manque de personnel surtout de biologiste

« Difficultés liées a la technique

- Ruptures en consommables et réactifs de labogatoi

- Mauvaise gestion des consommables et réactifsvaau des dépositaires et
sur les sites d'’utilisation.

« Difficultés liées au rendu des résultats

- Non retrait des résultats par les patients epiescripteurs

- Manqgue de moyens de transmission des résultats
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5. COMMENTAIRES ET DISCUSSION.

La présente étude qui a porté sur la contributidtassurance qualité dans le
diagnostic du Virus de I'Hépatite Virale B au lahmire du CHU Gabiriel
TOURE a concerné 1410 échantillons dont 907 préiews recus de janvier
2008 a déecembre 2009 et 503 prelévements de fé@vaeit 2010. L'objectif de
cette étude descriptive a été atteint, car la sévapence, le profil socio
démographique des patients infectés ont été détésmet les problemes
affectant les activités de dépistage du Virus Hépatite B ont été identifiés au
cours de la période indiquée, ceci a travers Ig@eds  rigoureux de la
méthodologie adoptée. Cette étude sur I'assuranedit@ dans le diagnostic
sérologique de l'infection au Virus de I'HépatiteaBété faite sur la base d’'un
traitement manuel, de saisies sur Word, de donméesgistrées dans le logiciel
Excel et les variables comme le sexe, I'age ealissérologique.

Les résultats de cette étude qui a porté sur 98léy@ments recus durant la
période indiqué 2008 a 2009 et aprés un appora dertribution a I'assurance
gualitt en 2010 sur 503 prélevements permetteawvod’ une image
relativement claire du dépistage au laboratoir€HW Gabriel TOURE. Notre
étude ne saurat étre extrapolée a la populatiogrgknde Bamako pour un
certain nombre de raisons qui sont :

1. La taille de I'échantillon n’est pas représamtatie I'ensemble du District de
Bamako ;

2. Le laboratoire du CHU Gabriel TOURE n’est paséul centre de dépistage
du District de Bamako ;

3. Le Laboratoire recoit des malades hospitalidés,malades venant des autres
structures de santé de la ville et des volontaires

L’étude sur La contribution a I'assurance qualiédsl le diagnostic sérologique
de l'infection au Virus de I'Hépatite B est une iaot continue basée non
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seulement sur le dépistage volontaire mais ausdesdépistage dans le cadre
du bilan de santé lors des consultations médicaek.

Sur le plan de la santé publique, la connaissancstatut sérologique a un
impact positif sur les comportements a risquegatit les frais médicaux grace
a une prise en charge plus préc¢z8)].

Cette étude permet d’avoir une description pluscipeé et détaillée de la
situation du VHB dans les formations sanitairesr 8a échantillon total
de 1410 personnes dépistées, il a été enregistrea®d de positivité aux tests

VHB, soit une séroprévalence 18,22 %.

5.1. Du point de vue de la méthode.

La démarche qualité dans notre laboratoire a pelmisise en ceuvre d'un
ensemble de dispositions préétablies et systéneatiglestinées a donner
confiance en I'obtention de la qualité et qui t@mhautour des points suivants :

- Assurance de la QualitdQ) : Ensemble des processus qui garantissent que

les résultats finaux rendus par le laboratoire sarstsi exacts que possible.
Ceci nécessite un contrdle des prélevements, abergtion des MON (Modes

Opératoires Normalisés) et des SOPs (Standardiaatipg Procedures) une
révision des procédés de transcription, l'utilieatdes tests les plus fiables et
la vérification des comptes rendus des résultats ;

- Contréle de qualitéGQ) : Comprend les mesures qui doivent étre prises lo
de la réalisation de chaque analyse afin de vérifje’elle se déroule
correctement. Ceci comprend la vérification desddmns de température
correctes, de I'existence de témoin de contréte,@ CQ indique si I'analyse
en cours est valable et donne des résultats abbeptde contrdle de qualité
n'indique pas ce pendant si les résultats sont texau s’ils ont été

correctement enregistres ;
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- Evaluation de la qualit€EQ) : Est le moyen de déterminer la qualité des
résultats.

Généralement, c’est une évaluation externe derfarpgance d’'un laboratoire,

utilisant un panel significatif. L’évaluation de tpalité est mise en ceuvre en

vue de déterminer I'efficacité du programme d’aasae de la qualité.

Les valeurs prédictives d’un test rendent compteurnide sa validité dans une

population donnée.

5.1.1. Choix des tests de dépistages rapides (TDR)

Le test de dépistage rapide (TDR) du VHB est uh disple d’utilisation qui

permet de connaitre le statut sérologique d’'unsgoere 2 semaines apres la

derniére prise de risque. Ce test est concu paunetaun résultat dans un délai

court (environ 30 minutes) apres I'analyse de quesdogouttes de sang, salive,

sérum ou plasma, selon le type de test utilisé.

Le choix du ou des tests a utiliser, c’est a dedadstratégie de dépistage la plus

approprié, repose sur trois critéres :

1- I'objectif du test

2- la sensibilité et la spécificité du ou des tesilgsés

3- la prévalence de l'infection a Virus de I'népatvirale B dans la population

testée.

La sensibilité et la spécificité sont deux élémetdspremiére importance qui

permettent de déterminer I'exactitude avec laquelie test peut faire la

distinction entre personne infectées et personaesniectées.

Un test dont la sensibilité est élevée donne petgsidtats faussement négatifs.

Aussi, seuls les tests ayant la sensibilité la plagée possible seront-ils utilisés

lorsqu’il est nécessaire de réduire au minimumalextde résultats faussement

négatifs.
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Notre algorithme de dépistage utilise deux testsiélgistage (ELISA en tests
rapides de diagnostic ou TDR) utilisant des prépara antigéniques reposant
sur des principes différents.

5.1.2. Avantages du test rapide

Ce test rapide nécessite une quinzaine de minetesasipulation. Il se fait de
facon unitaire. Cette simplicité d’emploi permetutiiser ce test dans de
nombreux pays en développement. Ces trousses @nétdétestées avec succes
dans des programmes de dépistage et de préverdins lds pays africains
(Algérie, Cameroun, Sénégal|l1p ; 17]

Il est tres utile dans les accidents d’exposiionsang : si le sérum du patient
source est positif, un traitement anti-rétrovirsi mis en route tres rapidement
chez le patient exposé. Les performances de cds Bt excellentes
(Sensibilité entre 95,2 et 99,3%, Spécificité > 99%es trousses permettant la
réalisation de ces tests a partir de la salive @s drines ont été
commercialisées. L'utilisation de ces prélevemergprésente une option
attrayante car ces méethodes de prélévements sonhwvasives et peuvent étre
effectuées pratiguement n'importe ou (hotammenidanmnicile d’'un patient).
[18]

5.1.3. Limites des tests utilisés

5.1.3.1. Limites de la méthode de dépistage par AbbDétermine™ AgHBs:

Le test Abbot Determif® AgHBs est destiné & détecter les AgHBs dans le
sérum, le plasma et le sang total humains. D’alijagles biologiques risquent
de fournir des résultats imprécis. L’intensité @e darre patient n’est pas
nécessairement corrélée avec le titre de [Il'antkoge trouvant dans
I'échantillon. Un résultat négatif par Deétermine H8s n’exclut pas la
possibilité d une infection par le VHB. Un résultatissement négatif peut étre

obtenu dans les circonstances suivantes :
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- Faibles taux d’anticorps (début de séroconvejseondessous de la limite de
détection du test ;

- Infection par un variant du virus moins facilerhetétectable par la
configuration des tests Détermine AgHBS;

- Patient présentant des anticorps anti-HBs quirgagissent pas avec les
antigenes specifiques utilisés dans la configunadio test ;

- Condition de traitement de I'échantillon provogquane perte de polyvalence
de l'anticorps anti- VHB ;

Pour ces différentes raisons, il faut prendre deécautions lors de
I'interprétation des résultats négatifs. D’autremmées cliniques (par exemple
symptdmes ou facteurs de risque) devrons étreségsi en association avec le
test ;

Des résultats positifs devront étre ré analyséadibsant une autre méthode et
les résultats devront étre eévalués a la lumiereqele globale avant d’établir un
diagnostic ;

Des échantillons de sang total ou de plasma contteles anticoagulants autre

gue 'EDTA peuvent donner des résultats incorrects.

5.1.3.2. Limites des trousses de dépistage par ImnoComb 11

La trousse ImmunoComb®lest un test de dépistage spécifique. La production
AgHBs pouvant étre retardée a la suite de I'exmosihitiale au virus, les tests

de dépistage peuvent ne pas détecter les anticlams la phase précoce de
I'infection. Aussi, un résultat négatif ne permaspl’exclure la possibilité d’'une

infection.

5.1.4. Comparaison entre les tests

Les tests ELISA sont plus intéressants dans lestim a grande échelle
d’échantillons mais sont plus long en durée d’ekéou(2 heures), difficile a

réaliser et en plus, nécessitent d’étre réalisas das laboratoires bien équipés,
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sophistiqgués ayant une alimentation électrique temts. Par contre les tests
rapides utilisés dans les dépistages ne nécespasnt’appareils sophistiqués,
d’eau distillée, et s’exécute en peu de temps (B0 aninutes). Il ne demande
pas une haute précision. Ainsi Détermine AgHBsmentinoComb [ AgHBs
peuvent étre utilisés pour un dépistage rapide dsn®gions peu développés ne
disposant pas de laboratoires équipés.

Les séroprévalences étant supérieures a 10%idatidn d’un test trés sensible
est indiquée pour le dépistage de l'infection a VHB

5.2. Du point de vue des résultats.

5.2.1. Résultat de la sérologie VHB par rapport agexe.

Dans notre étude, plus de la moitié 55% a étsede masculin contre 42% de
sexe féminin avec 3% de sexe inconnus de 2008 & ;260en 2010, 57% de
sexe masculin contre 43% de sexe féminin. Ceéidgminance masculine peut
résulter d’'une influence conjuguée de facteurs imtaires et sociaux (les
hommes sont généralement plus en contact aveditiraktérieur).

Des études faites en Eurgda, 29,30]et en Afriqug32] ont également montre
gue I’AgHBs était plus frequent chez le sexe masaylie chez le sexe féminin.
Ainsi En 2000 MIGLIAN et coll. ont trouvé en Madagar une séroprévalence
de 15,5% AgHBs positif chez le sexe masculin cori8e/% chez le sexe
féminin [31]. Dans cette étude le sexe féminin était le mapsasenté.

La différence entre les deux sexes est statigtigné significative P < 0,05.
5.2.2.Séroprévalence de I'AgHBs selon la tranche d’age

Nous constatons une séroprévalence élevée desisodie ’AgHBs dans toutes
les tranches d’age. La tranche d’age de 16 a 30aatige sexuellement était la
plus touchée avec une prévalence de 36.6% de 2Q08%et 35,9% en 2010.
La différence entre les tranches d’age est sigisinent significative P < 0,05.
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La prévalence de 10,4% chez les moins de 15 angumdine contamination
importante dans la petite enfance. Plusieurs mo@esansmission sont sans
doutes associés : transmission verticale de la raéfenfant et transmission
horizontale, a l'occasion d'échanges intrafamiliaex de contamination
transcutanées par érosions des téguments, platées.

Des études ont montré que la prévalence augmeogggssivement avec I'age
jusqu’au groupe de 31 a 45 ans. L’augmentationpks remarquée dans le
groupe de 16 a 30 ans, peut étre en raison darlaniission sexuelle du VHB
[33].

Dans la littérature aux USA le portage d’AgHBs stmtilus fréquent dans le
groupe d’'age des jeunes adultes et dans ce grdage BAgHBs sérique est
plus fréquent chez le sexe masculin [14]. La fajinlévalence a été observée
chez les 65 ans et plus, avec 5,7% entre 20080&t;20,8% de portage AgHBSs.
A Madagascar la prévalence était 20,8% d’AgHBstpakans la tranche d’'age
de 2 a 4 ans contre 14,8% de plus de 35 ans [31].
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6. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS.

6.1. Conclusion.

- La présente étude, portant sur la contributionaastirance qualité dans le
diagnostic du virus de I'hépatite virale B a étésenien oceuvre par une
combinaison de tests rapides chez les patientsstdépau laboratoire du
Centre Hospitalier Universitaire Gabriel TOURE.

Les tests de dépistage que nous avons utiliséswaa de notre étude étaient : le

DETERMINE™ AgHBs, 'IMMUNOCOMB 11® AgHBs, 'HEPA-SCAN.

La séroprévalence globale de notre étude étai8®2%.

- Le sexe ratio était de 1.31 en 2008-2009 et 1.12040.

- Le dépistage reste une activité essentielle dapsoleessus de prise en charge
des cas ; ceci impose une résolution permanentprdbtemes (technique et
organisationnel) qui entravent le bon déroulemetd gqualité du dépistage au
laboratoire du CHU Gabriel TOURE.

- Bien gue les résultats étudiés ne soient représferdda population générale,
la séroprévalence obtenue confirme la forte end@&mue linfection par
VHB au Mali. Elle était plus forte que celle deplapulation des donneurs de
sang du CNTS de Bamakao.

- La séroprévalence était élevee chez le sexe masdaliranche d’age de 16 -
30 ans était la plus touchée.

- La séroprévalence était variable en fonction desées, mais durant la
période d’étude le sexe masculin a gardé la fémepsévalence.

- La fréequence du dépistage était variable en fonaties années, mais nous
remarquons une nette évolution en 2010.

- Au Mali la lutte contre le paludisme et le VIH/SIDést percue comme
probleme de santé publique et suscite un engoueeatelitnplication des
autorités, malheureusement le traitement de ['li@&oBtn’est pas d’actualité
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au Mali, malgré qu’il existe des molécules pouvamtrainer la gueérison de
cette infection.

5.2. Recommandations.

Au terme de cette étude nous pouvons formulerdesmmandations suivantes

Envers:

« Les autorités sanitaires

Faire le contrble de qualité externe au laboratoire

Assurer la formation continue du personnel de latoare.

Mettre a la disposition du laboratoire des stoakeséactifs nécessaires pour

les analyses de VHB et renforcer parallelementdiepu technique.

Ameéliorer la sensibilisation au niveau de la popatagénérale.

Renforcer la protection de la population pardacination contre I'hépatite B.

Rendre obligatoire la vaccination contre le VElRz les personnels de santé.

Rendre accessible le dépistage de 'AgHBs pailigation des tests trés
sensibles eta moindre co(t.

- Renforcer les capacités en ressources humatnastérielles des centres de
diagnostic pour un meilleur dépistage du VHB.

- Rendre obligatoire le dépistage du VHB au calgda grossesse et assurer
une meilleure prise en charge des cas.

- Renforcer la politique de sensibilisation s IST et sur I’hygiéne, en ciblant
les populations particulierement exposées.

- Organiser des séminaires de formation et d’'mfdron sur le risque liés au
travail de laboratoire, les bonnes pratiques derktbire et les moyens de

protection contre VHB.
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% Le personnel de laboratoire

-Appliquer les regles de bonne pratique de labomten vue de réduire la
contamination en milieu professionnel des pathe®gn générale et du VHB
en patrticulier.

-Reconduire les renseignements initiaux sur leletius de séparation.

s La population

Appliquer des regles élémentaires d’hygieneedn des foyers.

Faire le dépistage pour connaitre leur stataticgique.

Limiter le nombre de ses partenaires sexuels.

Eviter le percage de la peau ou le tatouage.
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8. ANNEXES
8.1. Annexe 1.

CHU GABRIEL TOURE
MODE OPERATOIRE NORMALISE
TITRE : PRELEVEMENTS SANGUINS

Rédigé le : Par : COULIBALY Aminata Visa :
Vérifié le : Par : Dr SANGARE Samba. A

Visa:

Approuve le : Par . Dr DIALLO Souleymane

Visa :

Modifié le : Par : Visa :
Vérifié le : Par : Visa :
Approuve le : Par : Visa :
Diffusé le : Par : Visa :

Objet de la modification :

Archivé le : Par

Document provisoire | Xl Document opérationnel

Destinataires

Responsable Techniciens

gualité biologistes

Exemplaires :
e Classeur Assurance Qualité
» Classeur Laboratoire de sérologie

e Classeur
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Documents Qualité liés

MAQ : MQ
P :Procédure d’hygiene et sécurité
MO : Mode opératoire des prélevements sanguins

E :Registre central

Buts
Décrire le mode opératoire de la réalisation dé&pements sanguins.
Domaines et personnels concernés
Secteur pré-analytique. Les médecins, les biolegiistes pharmaciens, les
infirmiers et les techniciens de laboratoire.
Abréviations/Définitions
Références
GBEA.
Contenu

MODE OPERATOIRE DES PRELEVEMENTS SANGUINS
Principes- Indications
Ce mode opératoire décrit les différentes étapesiigre pour réaliser les
prélevements sanguins. Il s’applique a I'ensemlds prélévements sanguins
réalisés sous la responsabilité du laboratoire.
Préléevements
Les prélevements sont réalisés sous la resporigadii biologiste et sont
pratiqués par le personnel autorisé.
Matériel et Réactifs

» Corps et aiguille de systeme de prélevement salgs vi

» tubes de prélevement sous vide.
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e Seringues a usage unique avec aiguille : 5, 10 etl2
» Tubes pour prélevement traditionnel : conditionnetmestandards (5
ou 7ml) et pédiatriques (2ml).
« Garrot.
« Coton hydrophile.
» Alcool a 70° ou Alcool iodé, Bétadine ...
 Pansements.
» Boite récupératrice d'aiguilles, poubelle pour @éshcontaminés et
poubelle pour déchets non contaminés.
NB : avant d'appeler le patient, il est nécessairegdifiar la présence de tout le
matériel indispensable au prélevement.
Mode opératoire
Déroulement du prélévement sanguin.
Le préleveur, muni du bulletin de demande d’analyassure de lidentité du
patient (nom, prénom et date de naissance).
Il s'assure de la conformité des conditions desperhent :
- Etat de jeun.
» Derniere prise de médicaments.
» Autres conditions si nécessaires.
Il s'enquiert de I'existence d'une éventuelle théutique et sollicite, si
nécessaire, des informations clinigues complémestat note ces informations
sur le bulletin de demande d’'analyse.
Il sélectionne les tubes a préléevements (natureiecance et nombre) en
fonction des analyses prescrites (Cf. Instructio@hoix des tubes »).
Il identifie les tubes en inscrivant le nom, lermpé, le numéro d’identification

et la date.
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* Antisepsie de la peau a laide d'un coton imprégi®é solution
antiseptique.

» Pose du garrot et recherche de la veine, a prétapatement.

» Ultilisation d'aiguille stérile a usage unique obtmyre. Utiliser les tubes a
prélevement en fonction des analyses prescrite$n@fuctions « Choix
des tubes »).

» Desserrer le garrot avant de retirer l'aiguille.

* Retirer I'aiguille tout en comprimant la veine awetcoton sec.

» Le patient assure la compression (et non pas dtoin) pendant 2 a 3
minutes.

NB : En cas de prélevement sur différents types desfuloedre de prélevement
suivant doit étre respecté (le code couleur cooms@ux anticoagulants décrits
dans le document Instructions

« Choix des tubes »

ROUGE - BLEU - VERT - VIOLET et/ou NOIR GRIS

Elimination de l'aiguille :

Les aiguilles doivent étre obligatoirement élimimé@ans le récipient prévu a cet
effet (boite de sécurité), immédiatement apres ridepement et au vu du
patient. Le recapuchonnage est interdit.

5. Hygiene et Sécurité

Le respect des mesures usuelles de précaution ldgjatoire pour la
manipulation des échantillons biologiques et dastifs.

Les déchets biologiques sont détruits selon lslé&gon en vigueur.
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8.2. Annexe 2.
CHU GABRIEL TOURE

MODE OPERATOIRE NORMALISE No :
TITRE : Test de dépistage du Virus de I'Hépatite Vildlpar détermine
Ag HBs :
Rédigé le : Par : COULIBALY Aminata Visa :
Veérifié le : Par: SANGARE Samba. A iS¥ :
Approuve le : Par . Dr DIALLO Souleymane Visa
Modifié le : Par : Visa:
Vérifié le : Par : Visa :
Approuve le : Par : Visa :
Diffusé le : Par : Visa :

Objet de la modification :
Archivé le : Par

Document provisoire | Xl Document opérationnel

Destinataires

Responsable Techniciens

qualité biologistes

Exemplaires : classeur de sérologie
e Classeur Assurance Qualité
» Classeur Laboratoire de sérologie

e Classeur
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Documents Qualité liés

MAQ : Manuel Qualité
P : Procédure d’hygiéne et sécurité
MO : Mode opératoire de test de dépistage du VirusHiphtite Virale B
par détermine Ag HBs.
E : Registre central
Buts
Décrire le mode opératoire de test de dépistagéHtii par détermine Ag HBs
Domaines et personnels concernés
Secteur analytique. Les médecins, les biologit#dsgpharmaciens, les infirmiers
et les techniciens de laboratoire.
Abréviations/Définitions
Références
GBEA.
Contenu
Sérodiagnostic du Virus de [I'Hépatite Virale B par le

Détermine Ag HBs
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Figure 18 :Kit du test Détermine Ag HBs

Procédure d’analyse

Le nombre souhaité de test peut étre détaché doncde 10 tests en pliant et
déchirant au niveau de la perforation.

Remarque : Détacher les tests en commencant par la droiteadion de test
afin de préserver le numéro de lot apparaissariaggauche de ce carton.

- Enlever la protection plastique de chaque test.

- Pour les échantillons de sérum ou de plasma :

a. Distribuer 50ul d’échantillon (a I'aide d’'uneopite de précision) sur la zone
de dépdt de I'échantillon (symbole : fleche).

b. Attendre au moins 15 minutes (maximum : 60 na@slét lire le résultat.

- Pour les échantillons de sang total (ponctioneese) :

a. Distribuer 50ul d’échantillon (a l'aide dune @it@ de précision) sur la zone
de dépbt de I'échantillon (symbole fleche).

b. Attendre une minute, puis distribuer une goddgampon de fixation sur la
zone de dép6t de I'échantillon.

c. Attendre au moins 15 minutes (maximum : 60 n@set lire le résultat.

- Pour les échantillons de sang total (bout detjloig
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a. Distribuer 50ul d’échantillon (avec un tube Hdape contenant de 'EDTA)
sur la zone de dép6t de I'échantillon (symboléclie).

b. Attendre que le sang soit absorbé par la zondég@ét, puis distribuer une
goutte de tampon de fixation sur la zone de dépdtdhantillon.

c. Attendre 15minutes (maximum : 60 minutes) et ler résultat.

Contréle de qualité

Un contréle de la procédure annoté “Control“ eslua dans ce systéeme afin
d’assurer la validité du test. Si la barre de diatne vire pas au rouge a la fin
du test, le résultat du test n’est pas valideéethlantillon doit étre ré analyseé.

Interprétation des résultats

8
8
8

35
0.0 0.0
o0 o0
()
3 2
00 :f:
[ YYYY 44444 Ahpara
A) Présence B) Absence C) Résultats
d’anticorps anti d’anticorps anti invalides

HBs HBs

Figure 19 : Interprétation des résultats.
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Positif (deux barres)

Les barres rouges apparaissent dans la fenétndlmofdnnotée « control »), et
la fenétre/patient (annotée « patient ») sur ladbbatte. Toute couleur rouge
visible dans la fenétre/patient doit étre intepeétomme un résultat positif.
Neégatif (une barre)

Une barre rouge apparait dans la fenétre/contri@debarre rouge de la
fenétre/patient n’apparaissant pas sur la bandelett

Non valide (pas de barre)

Si la barre rouge n’apparait pas dans la fenémef@e de la bandelette et méme
si une barre rouge apparait dans la fenétre/patieria bandelette, le résultat
n'est pas valide et ce test doit étre recommengé.le probleme persiste,
Contacter votre service Client Abotte.

Remarques :Le résultat du test est positif méme si la baragiept est plus
claire ou plus foncée que la barre- controle.

Si un résultat non valide venait a se répéter aur pout support technique,
Contacter votre service client AbbdtABORATOIRE ABBOTT DIVISION
DIAGNOSTIC 12, rue de la Couture SILIC 203 F-94518 RUNGIS Cedex.
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8.3. Annexe 3.
HOPITAL GABRIEL TOURE

MODE OPERATOIRE NORMALISE No :
TITRE : Test de dépistage du Virus de [I'Hépatite Virdde par
Immunocomb II:
Rédigé le : Par : COULIBALY Aminata iod :
Vérifié le : Par : SANGARE Samba .A Visa :
Approuve le : Par . Dr DIALLO Souleymane Visa :
Modifié le : Par : Visa :
Vérifié le : Par : Visa :
Approuve le : Par : Visa :
Diffusé le : Par : Visa :

Objet de la modification :
Archivé le : Par

Document provisoire | Xl Document opérationnel

Destinataires

Responsable Techniciens

qualité biologistes

Exemplaires : classeur de sérologie
e Classeur Assurance Qualité
» Classeur Laboratoire de sérologie
» Classeur

Documents Qualité liés
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MAQ : Manuel Qualité
P :Procédure d’hygiéne et sécurité
MO : Mode opératoire de test de dépistage du Vip&8 Immunocomb I
E :Registre central
1. Buts
Décrire le mode opératoire de test de dépistagéHiai par Immunocomb II.
2. Domaines et personnels concernés
Secteur analytique. Les médecins, les biologit#ésgpharmaciens, les infirmiers
et les techniciens de laboratoire.
3. Abréviations/Définitions

4. Références

GBEA.

5. Contenu
Sérodiagnostic du Virus de [I'Hépatite Virale B par
I'lmmunocomb Il

Procédure :

Equipement nécessaire :

- Pipette de précision avec embout a usage uniguel@ distribution de 50ul ;

- Ciseaux ;

- Chronométre de laboratoire ou montre.

Préparation du test :

Equilibrer réactifs et échantillons a tester a térajure ambiante et exécuter le
test a température ambiante (22°-26 °C).

Préparation du bac de développement :
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Pré- incuber le bac de développement 20 minutes daa é€tuve ou au bain
marie a 37 °C ; ou bien laisser équilibrer a temjpée ambiante  (22°-26 °C)
pendant 3 heures.

Recouvrir la table de travail de papier absorbanaiéer, une fois le test acheve,
en tant que déchets a risque biologique. Homogéndess réactifs par
retournements successifs du bac de développement.

Remarque : Ne pas retirer le film d’aluminium recouvrant leach de
développement avant le moment indiqué dans le mmuoEratoire. Alors
seulement, perforer le film a l'aide d’'un emboutpdeette a usage unique, ou a
I'aide du perforateur fourni avec la trousse.

Préparation du peigne:

Attention : Afin de garantir le bon fonctionnemedu test, ne pas toucher les
dents du peigne.

1. Découper la pochette d’aluminium au niveau dedbche prévue a cet effet.
Sortir le peigne délicatement

2. Peigne et bac de développement peuvent étiséstifoit entierement soit
partiellement. Pour une utilisation partielle dugpe :

a. Déterminer le nombre de dent nécessaire padier téshantillons et controles,
en comptant une dent par test. Afin de permetilentification des dents en cas
d’utilisation partielle du peigne, chaque dent pdet code « 32 » correspondant
a la trousse HIV-1&2 Bi Spot.

b. Arquer le peigne jusqu’a le faire céder ou led@nner a I'aide de ciseaux
afin de détacher le nombre de dents requises (Nomiéchantillons plus les
deux contrdles).

c. Ranger la section du peigne non utilisée damothette aluminium avec le
sachet déssicant. Sceller hermétiquement la pecft exemple a l'aide d’'un
trombone) afin de prévenir toute humidité. Conserlee peigne dans son

conditionnement d’origine entre 2 et 8 °C pour sage ultérieur.
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Mode opératoire :

Réaction Antigéne — Anticorps (compartiment A da da développement)

1. Prélever 50 pl d’'un échantillon a tester. Aveenbout de la pipette ou le
perforateur, perforer le film d’aluminium d'un psitdu compartiment A.
Distribuer I'échantillon en aspirant et refoulahigeurs fois afin d’assurer une
bonne homogénéité. Jeter 'embout de la pipette.

2. Répéter I'étape 1 pour les autres échantilloms gue pour le contréle positif
et le contrble négatif fourni avec la trousse. isgl un nouveau puits du
compartiment A et un nouvel embout de pipette pchaque échantillon ou
contréle.

3. Insérer le peigne (face imprimée vous faisang)falans les seuls puits du
compartiment A contenant échantillons et controles.

Homogénéiser :Réinsérer plusieurs fois le peigne dans les puits.

- Incuber pendant 120 minutes exactement a37°C. ddéneiser 2 fois
supplémentaires pendant I'incubation. A I'approdiee 120 minutes, perforer le
film recouvrant les puits du compartiment B a l&aidu perforateur en veillant a
ne pas perforer plus de puits qu’il n’est nécessair

- Au terme des 120 minutes, retirer le peigne dupartiment A.

Absorber le liquide résiduel : appliquer la poidies dents du  peigne sur du
papier absorbant propre. Ne pas mettre la facdivéades dents au contact du
papier absorbant. Lavage (compartiment B)

1. Insérer le peigne dans les puits du compartinintAgiter : réinsérer
plusieurs fois le peigne dans les puits pendansed@ndes. Afin d’assurer un
lavage correct, répéter ['agitation plusieurs foiBerforer le film du
compartiment C. Au terme de 2 minutes, retirerdgpe et absorber le liquide
résiduel comme décrit dans le paragraphe 3c.

Conjugué (Compartiment C)
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2. Insérer le peigne dans les puits du compartir@ehtomogénéiser le peigne
plusieurs fois comme dans [I'étape 3a. Incuber p&ndd0 minutes.
Homogénéiser comme dans I'étape 3b. Perforerredil compartiment D. Au
terme de 30 minutes, retirer le peigne et absdeblaguide résiduel.

Conjugué (Compartiment D)

3. Insérer le peigne dans les puits du compartinikenfgiter comme dans
I'étape 4. Incuber pendant 20 minutes. Perfordilie du compartiment E. Au
terme des vingt minutes, retirer le peigne et diesde liquide résiduel.

Lavage (Compartiment E)

1. Insérer le peigne dans les puits du compartinienAgiter comme dans
I'étape 4. Incuber pendant 2 minutes. Perforeilihe filu compartiment F. Au
terme des 2 minutes, retirer le peigne et absdedauide résiduel.

Révélation (compartiment F)

2. Insérer le peigne dans les puits du compartirhrertiomogénéiser comme
dans l'étape 3a. Incuber pendant 10 minutes. Hémé&ger comme dans
I'étape 3b. Au terme des 10 minutes retirer legipes.

Réaction d’arrét (Compartiment E)

3. Insérer les peignes dans le compartiment E. Apminute, retirer le peigne
et laisser sécher a l'air.

Elimination des déchets

Traiter et éliminer les bacs de développementsasli les contrdles, les embouts
de pipette, le papier absorbant et les gants eh daa déchets a risque
biologique.

Résultats :Validation

Pour confirmer le bon fonctionnement du test eideal les résultats, les 3
conditions suivantes doivent étre remplies (Va@ufe 2)

1. Le contrble positif doit présenter 3 Spotslawdent.

2. Le contrble négatif doit présenter uniquemergpot de contréle interne
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(Spot supérieur)
3. Tout échantillon testé doit présenter le Spataterole interne
(Spot supérieur), confirmant un dép6t correct@eghlantillon

Si une des conditions n’est pas remplie, les rétsuiie doivent pas étre validés.
Dans ce cas, échantillons et contrdles doiventréttestes.

b Uk

Contréle positif Contréle négatif Résultatvalide

Figure N°20 : Validation des résultats.

® @
@
Ag HBs négatif Ag HBs positif

Figure N°21 : Résultats du test IMMUNOCOMB €

Lecture des résultats :

Comparer l'intensité du spot inferieur de chaquet darec l'intensité du spot
inferieur de la dent du contrdle négatif.
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* Un spot présentant une intensité supérieure aefigité du spot du
contrble négatif, est considéré comme un résulattip présentant une
concentration en AgHBs >ou =0.5ng /ml.

e L’absence de spot, ou un spot présentant une itdensi €gale a
I'intensité du spot du contréle négatif, est coasdcomme un résultat

négatif

Attention toute trace de peigne doit étre consel&démme une réaction

positive et doit faire I'objet d’investigations cplémentaires.

Document des résultats

Les Spots colorés développés sur les peignes sdablkes et permettent de

conserver les peignes pour archivagg24]
Principe du test

MODE OPERATOIRE D'UTILISATION IMMUNOCOMB Il HBs Ag -

Version N° 1

Rédigé le : 1/5/2010 Par; COULIBALY Aminata

Veérifié le : Par: | TOURE Issaka Visa :
Approuve le : Par Dr Souleymane DIALLO Visa:
Modifié le: Par :

Veérifié le : Par : Visa :
Approuve le: Par : Visa :
Diffusé le :

Objet de é

modification :

Archivé le :
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Document provisoire

Destinataires

Biologiste Responsable Techniciens Etudiants FFI
responsable assurance qualité| biologistes
Exemplaires:

e Classeur Assurance Qualité
» Classeur Laboratoire de sérologie
s+ Documents Qualité liés
MAQ : MQ
P :Procédure d’hygiene et sécurité
MO : Mode opératoire des prélevements sanguins
E :Registre central
+ Domaines et personnels concernés :
Paillasse d’'immuno virologie du laboratoire.
% Abréviations/Définitions
s Références
Notice du fabricant du réactifww.orgenics.com
3.9.1. Principe
La trousse Immuno Combll AgHBs est un test immuageratique en phase
solide. La phase solide est un peigne de 12 demsjue dent étant sensibilisée

a sa surface en deux points ou spots de réaction :
» spot supérieur : sérum albumine bovine biotinyin{mle interne)

» Spot inférieur : anticorps monoclonaux anti HBs
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Tous les réactifs nécessaires a la réalisatiorestusbnt préts a 'emploi et prés
distribués dans le Bac de développement qui esté&dien 6 compartiments de

12 puits chacun. Chaque compartiment correspomdraactif et & une étape du

test. Le test consiste a transférer le peigne dampartiment a I'autre a la fin de

chaque temps d’incubation du puit concerné. A lmidee étape du test, les

résultats sont visualisés sous forme de spotsigiss a la surface des dents du
peigne. La spécificité du test est de 99,25% sefibilité de 100%.

< Prélevement:

Sang total recueilli sur tube EDTA ou tube sectdst est réalisé sur du Sérum,
du plasma obtenus a partir du sang total recwseitliube EDTA. Si le test n’est
pas réalisé dans les minutes qui suivent, le peéi@wnt peut étre conserve :

* Entre +2 et +8°C pendant 7jours (sérum, plasnsarg total

Congeler a -20°C au dela de 7jours (sérum et plasma

 MATERIELS:
* Chronométre
* Micropipette et cones
» Papier absorbant
* Portoir et tube
* Gant latex et blouse
* Marqueur indélébile
» Boite de sécurité Alcool 70°C
* Eau de javel 2 0,10 %
e Tube EDTA ou Tube sec
* Aiguilles Vacutainer
* Garrot

» Coton hydrophile
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s REACTIFS

* Trousse ImmunoComb HBsAg

Fig.1 —
e
- - :' -:.‘ h - -
F *q-q»‘_‘“.. - o LY p‘ r-’/
\"‘ ‘\?-‘
Roye ,» e
Mto gy o
R N I i e N e a
Entemal Contror L Cat: 1IFFP300 |
| - Positive Reference - - . . Lot 1
| FCOV{FiP) B S.N:
11, 2, 3% 4 .5 8 7 § 9 10 i1, 13
T IREEE n L
Mt 1 !
Ji :U- E B 4 L | l J

Figure 22: Composants principaux de la trousse ImmunoComb AgHB
» Protocole du test:

Durant le test, toutes les incubations devront félites a une température de
37°C. Le bac de développement devra étre pré imquinadant 45 minutes a
37°C dans une étuve ou au bain marie avant letdibla manipulation. Les

autres composants de la trousse et les échantédloester seront équilibrés a
la température ambiante. Pour débuter le test:

e Sortir le nombre de peignes correspondant au nomigehantillons de

leur emballage, les identifier
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» Percer le nombre de puits correspondant au noméchahtillons sur la
rangée A de la cuve.

* Introduire en aspirant et en refoulant pour biembgénéiser, 75 uL de
sérum dans chaque puit correspondant de la cuve.

* Insérer le peigne dans les puits correspondang ogairimé nous faisant
face) en effectuant des mouvements de montée destmnte pour une
bonne homogénéisation.

» Déclencher le chronometre pour une incubation denmidutes du peigne
dans le puits.

« Aprés 120 minutes, sortir le peigne et égoutterspate papier absorbant

 Percer les puits B et y insérer le peigne en effatdt les mémes
mouvements qu’au point 4 puis laisser incuber 2teis

 Répéter 6 puis insérer le peigne dans les puitsespondant du
compartiment C en effectuant des mouvements dedaaitde descente
pour homogénéiser et laisser incuber 30 minutes.

* Insérer le peigne dans les puits du compartimer@nChomogénéisant
comme précédemment et incuber 20 minutes.

» Insérer le peigne dans les puits du compartimesitiBcuber 2 minutes.

* Insérer le peigne dans les puits du compartimeein Fhomogénéisant
comme précédemment et incuber 10 minutes.

» Insérer le peigne dans les puits du compartimesttibcuber 1 minute.

» Sortir le peigne et le sécher a l'air libre
s LECTURE ET INTERPRETATION DES RESULTATS:

» Lecture des résultats (Validation technique)
Pour confirmer le bon fonctionnement du test etdealles résultats, les trois
conditions suivantes doivent étre remplies.

-le contrdle positif doit présenter deux spmatsla dent
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- le contrble négatif doit présenter uniquemenspet de contréle interne

(spot supérieur) ;

-Tout échantillon testé doit présenter le spet contrdle interne (spot
Supérieur).

Si une de ces conditions n'est pas remplie, leslteds ne peuvent étre

validés. Dans ce cas, échantillons et controlegedbiétre retestés.
Lorsqu'une dent affiche uniquement le spot supérige contrble interne,
I’échantillon correspondant n’est pas réactif pesranticorps anti HBs
Un spot inférieur, circulaire et uniformément cé&omdique la présence d'ag
HBs.

® @
®
Ag HBs négatif Ag HBs positif

% Interprétation des réesultats

Les résultats positifs obtenus avec la trousse Inm@omb Il AgHBs indiquent
une réactivité pour l'antigene HBs. Néanmoins, @mnme tous les tests de
diagnostic in vitro, les résultats positifs obtemvec cette trousse doivent étre
considérés en tenant compte des symptomes du fpatiede son dossier

clinique. Les résultats peuvent étre complétésipdest de neutralisation
% Controle de qualité

Il est recommandé, pour chaque lot de tests, dedey a un contrble avec un
sérum négatif et un sérum positif connus pour gi@ssdu bon fonctionnement
des tests. La validité du résultat de chaque testassurée par le bon

fonctionnement du témoin qui jouera le réle de datinterne du test.

s Enrégistrement des résultats.
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Les résultats seront enregistrés sur le regisged@iltats avec la date et le nom
du manipulateur. Les peignes séchées seront c@ssewr des fiches puis

rangées dans le classeur des documents d’archevesdltats.

% Hygiéne et sécurité
Il est de la responsabilité du personnel techniqualifié de procéder a la
décontamination.
Tout le petit matériel contaminé qui résiste aHaleur humide sera stérilisé a
I'autoclave.
Les portoirs, plateaux, et autres matériels as8smderont nettoyés a une
solution d'eau de Javel a 8° diluée au 1/5 puistgra l'eau. Il en sera de méme
pour les surfaces de travail et centrifugeuses.
Avant, pendant et apres toute manipulation, netttaypaillasse a I'eau de javel
et décontaminer le matériel souillé.
Les déchets produits par la manipulation sont éésisuivant une procédure de
tri et de décontamination bien établie.
On distingue les déchets assimilables a des ordukasageres, les déchets
piquants, coupants ou tranchants, et enfin, lebatécsolides mous et tous les
autres déchets solides d’origine biologique. Toes @échets sont triés et jetés
dans des poubelles identifiées et placées auxgsirdtégiques de productions
de déchets du laboratoire. Tous les déchets bmlegi sont décontaminés et
eliminés par incinération.
Le port de la blouse et de gants est obligatoirestl interdit de manger, boire,

fumer et d’appliquer des produits cosmétiques barktoire.
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8.6. Annexe 6.
TABLEAU N°XX : Durée et température de conservation aprés smalg

certains échantillons biologiques en fonction desrens demandés

EXAMENS BIOLOGIQUES | TEMPERATURE DE | DUREE

ET ECHANTILLON CONSERVATION

Marqueurs tumoraux - 18°C 1an
Sérologie bactérienne -18°C 1an
Sérologie virale -18°C 1an
Sérologie parasitaire - 18°C 1 an

Biologie moléculaire :

Mycobactéries - 80°C 1an
Virus de I'hépatite Virus de B 80°C 1 an
I'hépatite C - 80°C 1an
Chlamydia - 30°C 1 an
Virus de l'immunodéficience- 80°C 1an

humaine (VIH)

Diagnostic prénatal :
Dosage des marqueurs seriques

de la trisomie 21 foetale dans|le

sang - 18°C 1an
maternel.

Diagnostic des

Embryofcetopathies - 80°C 3 ans
infectieuses.

Souches bactériennes - 80°C 3 ans
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7.8.Annexe 8. Chronogramme des activité

TABLEAU N°XXI: Chronogramme des activités pour I'élaboration de la

thése.
2011
2008 2009 2010
Temps AS O NJFMAMJJIASDO
Activités D N D
Paillasse A D
Bibliographies J_F M_J
Protocole F M
Analyse des M J
données
Rédaction de la J A
these
Lecture de la these
A O

Correction de la
these O_N
Soutenue et
archivée D

J: Janvier, F: Février, M: Mars, A: Avril: Mai, I Juin,J: Juillet, A: Ao(t,
S: Septembre, O: Octobre, N: Novembre, D: Décembre.
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8.7. Annexe 7 : Définition des termes

Laboratoire de biologie médicale

C'est le site ou sont effectués les actes d'armalysebiologie médicale par des
personnels qualifiés, dans des locaux adaptésetuavmatériel approprié.
Analyses de biologie médicale

Les analyses de biologie médicale sont les exatmielggiques qui concourent
au diagnostic, au traitement ou a la préventionrdakdies humaines ou qui
font apparaitre toute autre modification de I'@¢tagsiologique, a I'exclusion des
actes d'anatomie et de cytologie pathologiques.

Ressources humaines

Ensemble des personnes occupant une fonction & dseilaboratoire. Le
personnel doit avoir une qualification conforme dextes réglementaires. Ce
personnel a le devoir de se tenir constamment m#ode |'évolution de la
biologie médicale en participant aussi régulierameue possible aux
conférences, congres, séminaires, ateliers orgarpsé les universités, les
sociétés savantes et les associations professiesindl doit participer aux
programmes de formation continue destinés aux peede sanitaires.

Les directeurs et responsables de laboratoirele al@voir d'assurer la formation
permanente de leur personnel dans le domaine bielzgie médicale. Tout le
personnel exercant dans un laboratoire d'analysésotbgie médicale public ou
privé est soumis aux regles du secret professioehetioit respecter les
dispositions de ce guide.

-Biologiste

Toute personne titulaire des diplomes ou titresesggires, requis par la
|égislation en vigueur, pour exercer la spéciaiigour assurer la direction d'un

laboratoire réalisant des analyses de biologie caésli
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Les dispositions de ce guide concernent égalemeunted les personnes
médecin, pharmacien ou vétérinaire, qui particigela production des actes de
biologie médicale dans le respect de la réglementan vigueur.

-Technicien

Toute personne titulaire d'un dipldme ou d'une ifoation reconnue
réglementairement pour assurer, sous la respoitéahil biologiste, I'exécution
des analyses de biologie médicale. Sont considémgsne techniciens : les
assistants médicaux, les techniciens supérieutabdeatoire et les techniciens
de laboratoire.

-Secrétaire

Toute personne contribuant a l'accueil des patientla mise en forme des
documents utilisés ou établis par le laboratoir latremise des résultats.

- Personnel de surface

Toute personne qui, dans le laboratoire, assuus, lsocontréle des techniciens,
la préparation et I'entretien des matériels néagsune attention particuliere
dans leur maniement et I'entretien des locaux.

Assurance de qualité

- Qualité : la qualité est l'aptitude d'un produit, d'un @& ou d'un service
rendu a satisfaire les besoins exprimés et impfcde l|'utilisateur. Dans le
domaine de la biologie médicale, c'est l'adéquatintie les moyens mis en
ceuvre et les informations attendues par le méda@acripteur, ainsi que la
réponse aux attentes du patient.

- Maitrise de la qualité : ensemble des actions préétablies et systématiques
nécessaires pour qu'un produit ou un service aatisfaux exigences de qualité.
Dans le domaine de la biologie médicale, l'asswathe qualité permet de
maitriser I'organisation des taches conduisantquédité et couvre notamment

les étapes pré-analytiques, analytiques et posytanees.
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- Contréle de qualité externe ou CQE: également connu sous le nom
d’évaluation externe de qualité. Il correspond aatidle, par un organisme
extérieur, de la qualité des résultats fournis yarlaboratoire. Ce contrble
rétrospectif permet une confrontation inter laboras en vue d'améliorer la
gualité du travail de I'ensemble des participabisganisme extérieur adresse
les mémes éechantillons aux différents laboratorebecte les résultats obtenus,
en fait I'étude et les transmet avec commentairesadboratoires participants.

- Controle de qualité interne ou CQI: ensemble des procédures mises en
ceuvre dans un laboratoire en vue de garantir lEt€ules résultats des analyses
au fur et a mesure de leur exécution.

Résultats ou comptes rendus d’analyses

Documents écrits, validés et signés par le biotegmu le responsable du
laboratoire comportant les résultats d'analyseditgtifs et/ou quantitatifs
accompagnés de commentaires aussi souvent queesklaécessaire ou est
prévu par la réglementation.

Confidentialité

Toutes les informations relatives aux patients sonfidentielles et doivent étre
protégées par le secret professionnel. Les résultes analyses de biologie
médicale ne peuvent étre communiqués qu'au pdtiemiéme, a une tierce
personne diment mandatée par le patient, au gragicescripteur et a tout autre
praticien désigné par le patient sauf dérogatiansegles spécifiques prévues
par la loi et les reglements en vigueur.

Echantillons et prélevements

- Prélevement: acte permettant I'obtention d’'un échantillon bmijue.
-Echantillon biologique : échantillon obtenu par recueil ou acte de prétwrd

et sur lequel vont étre effectuées des analysestiie médicale.

- Echantillon de calibrage: échantillon de composition définie qualitativernen

et quantitativement, adapté a la méthode utiligg@r un ou plusieurs
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constituants, souvent par rapport a des étalongétizence et destiné au
calibrage des analyses dans certaines disciplioEgylgues.

- Echantillon de contréle: échantillon adapté a la méthode utilisée et désii
apprécier I'exactitude et la précision des résultat

Evaluation

Etude des qualités d'un procédé, d'une techniquusuinstrument permettant
d'en préciser les caractéristiques et I'adaptatiobut recherché.

Procédures

Opérations a effectuer, précautions a prendre stiras a appliquer figurant sur
des documents propres a chaque laboratoire. Ceédanes peuvent comporter
des modes opératoires détaillés ou Modes

Opératoires Normalisés (MON).

Qualification

Opération destinée a démontrer qu'un systeme anadytu un instrument
fonctionne correctement et donne les résultatsée Pour le personnel, la
gualification correspond a la formation acquiseegjuise par la réglementation
en vigueur. Elle est entretenue par la formationtinoe interne ou externe a
laquelle le personnel du laboratoire est tenu dicgzer.

Systéeme analytique

Ensemble des moyens analytiques constitués d'utfeod® d'un appareil, d'un
(ou plusieurs) logiciel(s), d'un (ou plusieurs) atifgs), d'un (ou plusieurs)
échantillon(s) de calibrage, d'un (ou plusieurd)aatillon(s) de contrdle, qui
permet de déterminer la nature d'un constituansawoncentration selon un
mode opératoire défini.

Transférabilité

Qualité d'un procedé analytiqgue permettant a agldiétre utilisé dans un grand

nombre de laboratoires ;
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Qualité d'un résultat analytique permettant de @ep celui-ci avec ceux
obtenus dans d'autres laboratoires.

Valeurs de référence

Résultats obtenus pour un constituant donné daespapulation de référence
dont les individus sont exempts de pathologie odraiéement susceptibles de
modifier leurs valeurs.

Les valeurs de référence peuvent varier notammentorection de l'origine
géographique, du sexe et de l'age des individutes Esont exprimées
généralement en tenant compte des limites inféseuet supérieures
déterminées par étude statistique. Elles peuvenéédblies par le biologiste, en
fonction des techniques analytiques qu'il utilise, éventuellement vérifiees
lorsqu'il emploie les données des publicationssifigues.

L'expression «valeur de référence» est préférabtdl@s de «valeur usuelle» ou
de «valeur normale».

Validation

Opération permettant d'assurer qu'un résultat algtEnu dans des conditions
techniques satisfaisantes et que celui-ci est cbbipaavec le dossier
biologique du patient. Cette validation est a ia tmalytique et biologique.

- La validation analytique comporte la vérification de la conformité des
conditions d'exécution aux procédures et tient cemmptamment des résultats
obtenus avec les échantillons de contréle.

- La validation biologique est le contréle de la vraisemblance et de la
cohérence de l'ensemble des résultats des analysesnéme dossier, et leur
confrontation avec les résultats antérieurs.

Elle peut nécessiter la connaissance de I'étagokndu patient et les traitements
mis en ceuvre.,

Elle est assurée par un biologiste ou le respoashblaboratoire.
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Tracabilité
Mécanisme permettant de conserver les traces del/sam de biologie

médicale, des contrbles effectués et les mesuresctive.
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Cependant beaucoup reste a faire en matiere das=sigualité.

Mots clés :Assurance qualité, AgHBs, HVB, diagnostic sérologigBamako.
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Year : 2010 - 2011.

City of defens : Bamako

Place of deposit : L ibrary of the Faculty of Made, Pharmacy and Odonto-
stomatology.

Area of interest : Virology, Medicine, Heath Public

Summary :

Our work consisted in making a description of te#isg of the survey and the
different operations achieved to proceed to a cospa to norms of quality
required and described by the Guide of Good Exewutif medical biology
Analyses.

The virus of hepatitis constitutes a problem of lmubealth in the world and
notament in sub-Saharan Africa.

Our objective was d to value the quality of theolatory of it FALLEN Gabriel
TOURE in the setting of the hepatitis diagnosisivs.

It is about a retrospective survey of 2008 to 2@@8 prospective during the
year 2010. This survey was about the hospitalizatlepts or no and of
volunteers referred to the laboratory for a tragkom a confirmation of infection
to the VHB.

For the assessment of the laboratory we used thwase Microsoft Excel -
Logi - Evaluat - Labo.xIs and chosen a grid of imé& to appreciate the studied
parameters. As for the diagnosis of hepatitis VBahe/it has been made with
tests fast DETERMINETM AgHBs, the IMMUNOCOMB I[I® AdBs, the
HEPA-SCAN,

To the term of this survey we found 154 casesositpwity to the AgHBs tests
on a population 907 patient, both a séroprévalaic&7% among these 381
women and 499 men in 2008-2009 and 103 cases divggsto the AgHBs
tests on a population 503 patient, either a sévapgace of 20.7% in 2010.
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The assessment of the laboratory was in genera god our contribution to the
insurance quality in the serological diagnosis leé AgHBs in a hospitable
structure as it FALLEN Gabriel TOURE permitted toolpably heighten the
guality of the tracking of the VHB in the Laborator

However many remained to make concerning insurgoaéty.

Key words: Insurance quality, AgHBs, HVB, serolaiidiagnosis, Bamako.
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SERMENT DE GALIEN

E | =B o N
Je jure, en présence des Maitres de la facultécaeseillers de l'ordre des

pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m'ont instruit dans les préceptle mon art et de leur

témoigner ma reconnaissance en restant fideler @sgeignement ;

D’exercer dans l'intérét de la Santé Publique, magssion avec conscience et
de respecter non seulement la législation en vigo®is aussi les regles de

I’'nonneur, de la probité et du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes dewmivers le malade et sa

dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes aiesances et mon état pour

corrompre les meceurs et favoriser les actes crisiinel
Que les hommes m’accordent leur estime si je gilg$éefa mes promesses.

Que je sois couverte d’opprobre et méprisée decaafseres si 'y manque.

Je le jure!
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