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OBJECTIFS DE LA MISSION

Notre mission avait a I’origine deux objectifs distincts :

1 - Assurer un enseignement de formation continue en biologie clinique destiné :

- d’une part aux biologistes (médecins et pharmaciens) et aux techniciens de laboratoire sur
le théme de I’assurance de qualité couvrant les 3 phases de I’analyse: préanalytique
(prélevement), analytique (dosage) et post analytique (rendu du résultat) ;

- d’autre part aux cliniciens hospitaliers sur la théme de la bonne prescription des examens
de laboratoire et sur le nécessaire dialogue clinicien / biologiste.

2 - Participer a I’installation des équipements du laboratoire de chimie analytique
appliquée au controle des médicaments de la Faculté de Pharmacie
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© FORMATION CONTINUE EN BIOLOGIE CLINIQUE
A IINTENTION DES BIOLOGISTES ET DES TECHNICIENS DE LABORATOIRE

Christian COLLOMBEL, Jean-Pierre YVERT, Homaira NAWABI

La nécessité de cet enseignement avait été identifiée par Francois Xavier BABIN, interne en
pharmacie des Hopitaux de Lyon, au cours du semestre qu’il a effectu¢ a Kaboul dans le cadre de
I’O.N.G. « Aide Médicale Internationale », de novembre 2003 a avril 2004, et confirmée par
Mathias ALTMANN, interne en pharmacie des Hopitaux de Marseille qui lui a succédé depuis
mai 2004.

Lundi 5 juillet 2004 a 8 h 15, c’est a dire le lendemain de notre arrivée a Kaboul, nous participons
a une réunion organisée a 1’Institut National de Biologie Médicale qui joue le role de
laboratoire central pour les Hopitaux de Kaboul (laboratoire de référence ?) placé sous la
direction du Docteur SCHARFI.

Cette réunion, qui a pour but de présenter I’auditoire et de préciser le programme d’enseignement,
est animée par :

- le Docteur AZZI1Z, Directeur Général du département de médecine curative au Ministére de la
Santé

- le Docteur RAHMANI, Vice-Président du département de médecine curative au Ministeére de
la Santé

- le Docteur TEMOURI, Conseiller au Ministére de la Santé pour la transfusion sanguine et la
biologie clinique

- le Docteur SCHARFI, Directeur de I’Institut National de biologie médicale

- M. Mathias ALTMANN, interne en pharmacie dépendant de I’O.N.G. « Aide Médicale
Internationale »

Apres les discours d’accueil d’usage, nous découvrons que [’auditoire, une trentaine de
personnes, a une formation initiale treés diversifiée et comprend essentiellement des techniciens
formés « sur le tas » et quelques rares (5) biologistes (médecins ou pharmaciens).

Nous souhaitons connaitre 1’attente des participants concernant notre enseignement; une
discussion s’installe assez vite et il en ressort que leur principale préoccupation réside dans le
remplacement des méthodes manuelles classiques de dosage qu’ils utilisent actuellement, par des
méthodes « presse boutons » mettant en oeuvre des équipements sophistiqués et informatisés
comme dans les pays occidentaux. La raison invoquée est la mauvaise qualité supposée des
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réactifs et des « kits » importés du Pakistan qui d’aprés eux seraient trés souvent falsifiés ou
périmés ( ?) et de ce fait a I’origine de nombreuses erreurs de laboratoire.

Nous percevons trés rapidement que, conscients qu’ils manipulent de maniére peu rigoureuse, ils
invoquent la soi disant mauvaise qualité des réactifs pour masquer leur insuffisance... et que
I’utilisation d’appareils « presse boutons » serait la solution a leur probléme.

Nous expliquons :

- que les méthodes classiques manuelles sont excellentes quand elles sont bien comprises et
maitrisées, comme le rappellent toutes les publications de I’O.M.S.,

- que les conditions générales de I’environnement en Afghanistan (réseau €lectrique, poussiere...)
ne sont pas encore compatibles avec l’utilisation d’appareil ou I’électronique joue un rdle
considérable. Ces équipements sont treés fragiles, tres dépendants de la qualité et de la stabilité¢ du
courant électrique et nécessitent un service de dépannage disponible en permanence, ce qui n’est
pas encore le cas en Afghanistan.

Peu a peu, les véritables besoin de formation émergent de la discussion : comment préparer des
réactifs simples ? Comment vérifier la qualité des réactifs importés ? Comment vérifier le respect
des conditions de conservation des réactifs ? etc

Nous nous mettons d’accord avec la direction de I’Institut National de Biologie Médicale sur le
programme suivant tres différent de celui que nous avions préparé en France... ce qui nous
oblige a refaire tous nos cours :

MARDI 6 JUILLET/9H-12H

- Rappel des bases physicochimiques utilisées en biologie clinique: normalité, molarité,
¢quivalence ionique ; exercices sur le passage d’un systéme d’unité a I’autre

- Application a la préparation de réactifs de bases
MERCREDI 7 JUILLET/9H—-12H

- Suite sur le rappel des bases physicochimiques utilisées en biologie clinique ; application aux
techniques de dilution des solutions

- Exercices sur la dilution des solutions
JEUDI 8 JUILLET

- Rappel des bases du calcul statistique (variance, écart type, C.V....) utilisé pour valider une
technique de laboratoire (répétabilité, reproductibilité, linéarité)

VENDREDI 9 JUILLET
- Repos « dominical »

SAMEDI 10 JUILLET
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- Enseignement donné aux cliniciens de I’Hopital Ali ABAD sur la bonne prescription des
examens de laboratoires et sur la nécessité du dialogue cliniciens / biologistes

DIMANCHE 11 JUILLET

- Evaluation d’une méthode de dosage et d’un kit de réactifs, en utilisant les tests de
reproductibilité, répétabilité et de linéarité

- Application au controle de la bonne conservation des réactifs de laboratoire et a la mise en place
d’un controle de qualité interne au sein d’un laboratoire

LUNDI 12 JUILLET

- Enseignement donné aux cliniciens de I’Hopital Ali ABAD sur 1’assurance de qualit¢ au
laboratoire

MARDI 12 JUILLET

- Notions de métrologie appliquée aux instruments d’un laboratoire de biologie clinique
(réfrigérateur, étuve, bain marie, balance, pipettes manuelles et automatiques...)

MERCREDI 14 JUILLET

- Recommandation générale concernant la sécurité biologique au sein d’un laboratoire de biologie
clinique : vaccination du personnel, tenue vestimentaire, propreté du laboratoire, hygiéne des
prélévements, gestion des déchets biologiques...

JEUDI 15 JUILLET

- Vérification des connaissances acquises au moyen de deux exercices simples concernant d’une

part la préparation d’une solution titrée de chlorure de sodium, d’autre part la validation d’un
coffret de réactifs.

A I’issue de la correction de ces deux exercices par deux volontaires, il nous est apparu :

- qu’un petit nombre de participants seulement avait assimilé notre enseignement et était capable
de faire une solution titrée, ou méme une simple dilution en passant du demi au dixieéme

- que les notions les plus simples de statistique étaient encore inaccessibles, par exemple,
I’¢lévation au carré d’un nombre !... indispensable pour calculer le CV.

- que des travaux pratiques s’avéraient indispensables a la suite des enseignements théoriques
(demande pressante de la plupart des participants)
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- que les notions les plus élémentaires d’hygiene n’apparaissaient pas encore comme une
nécessité majeure aux yeux de la plupart des participants.

Bref, encore énormément de travail de formation de base si I’on veut qu’un jour les
résultats fournis par les laboratoires soient fiables et utiles, et répondent aux exigences

indispensables d’une assurance de qualité interne et externe, comme le recommande I’OMS.

NB : I’ensemble des enseignements a été rédigé et rassemblé en un fascicule qu’il faudra traduire
en dari (action de Homaira NAWABI — voir rapport en annexe)

La cession de formation a été cloturée par la remise d’attestation du suivi des enseignements en
présence du Dr TEMOURI, du Dr RAHMANI et du Dr SHARIFI.

Afin de mieux comprendre le role de notre enseignement, nous avons visité 3 laboratoires
soutenus par I’ONG « Aide Médicale Internationale » (A.M.I.), en compagnie de M. WARDAK,
« technicien supervisor » de A.M.I. et de M. Mathias ALTMANN, interne en pharmacie :

e Dinstitut National des Laboratoires Médicaux
e le laboratoire de I’hopital universitaire Ali Abad
e e laboratoire de I’hopital Maiwand

1 — L’Institut National des Laboratoires Médicaux, dirigé par le Dr SHARIFI, réalise des
examens de biochimie, immunosérologie, hématologie, parasitologie et bactériologie pour toute
personne s’y présentant, sans aucun contréle ni en amont ni en aval de la prescription !

Les activités de bactériologie sont soutenues par I’OMS, toutes les autres par I’AMI.

Ce laboratoire a pour vocation de devenir un laboratoire de référence, réalisant des examens
spécialisés pour tout 1’ Afghanistan et accueillant des stagiaires pour parfaire leur formation. Il
devrait étre également dans le futur le chef de file pour la mise en place par le Ministére de la
Santé du controle de qualité externe.

L’enseignement que nous avons donné devrait étre le point de départ de la formation de 1I’équipe
en charge de cette mission.
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- Nous avons constaté que les locaux étaient vétustes, tant a I’extérieur qu’a I’intérieur, pas tres
bien entretenus, et mal adaptés, sans bibliothéque, sans secrétariat pour le rendu des résultats qui
se faisait par la fenétre !!

- Un autre défaut majeur concerne ’absence de réfectoire pour la soixantaine de personnes
travaillant au sein de cet établissement... obligeant le personnel a déjeuner dans les laboratoires,
sur les paillasses au milieu des prélévements, sans quitter leur blouse de travail.

Cette situation est inadmissible étant donné que le personnel manipule sans précaution, sans
gants, un nombre important de prélévements pathologiques recueillis dans des tubes trés rarement
bouchés.

Bien que I’'Institut dispose d’un incinérateur pour les déchets biologiques, les tubes de sang sont
déversés dans I’évier.

Nous avons également noté que les seringues et aiguilles a prélevement ne sont pas incinérées,
mais enterrées dans un puits perdu ( ?). Nous n’avons obtenu aucune explication satisfaisante
concernant cette pratique.

- L’équipement de base est correct, sans plus, mais pas trés bien entretenu et mal suivi au niveau
métrologie : bains marie, étuves et réfrigérateurs fonctionnent sans controle de température ;
photométres et microscopes nécessitent un s€rieux nettoyage.

Nous avons noté que I’OMS avait fait don d’un équipement pour doser les hormones
thyroidiennes par ELISA, sans assurer la formation du personnel.

- Enfin, nous n’avons retrouvé que de tres rares procédures écrites (en anglais ou en dari) pour les
dosages réalisés ; ceci représente une étape indispensable dans la standardisation des dosages
qu’il faudra accomplir au plus vite.

- Le personnel nous signale de trés fréquentes ruptures d’approvisionnement en réactifs qui
seraient parfois livrés périmés et sans respect de la chaine du froid.

2 — Le laboratoire de I’hopital « New Ali Abad »

- Cet hopital vétuste, pavillonnaire, de 200 lits, @ vocation universitaire, est trés soutenu par la
coopération frangaise, notamment lyonnaise. Il est dirigé par le Dr Exeer.

Les disciplines présentes sont la clinique générale, [’urologie, la médecine interne, la
neuropsychiatrie et la neurochirurgie.

- La premiere impression en rentrant dans cet hopital est trées défavorable, avec une espece de
cour des miracles et surtout en passant devant les déchets hospitaliers, aussi bien de cuisines
gue de soins, déversés dans la rue, dans lesquels pataugent des chévres, des moutons et des
gamins récupérant aiguilles, sondes et perfuseurs !

- Le laboratoire est installé dans le batiment de 1’administration, sans véritable séparation avec
des chambres de patients !; avec des toilettes communes indescriptibles.

Il comprend trois piéces de laboratoire et une trés petite salle de prélévement : une petite piéce
dévolue a la bactériologie et a I'immuno sérologie, la deuxiéme a la parasitologie et a
I’hématologie, la troisi¢me a la biochimie.
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- Ce laboratoire a réalisé environ 100.000 examens en 2003, dont 64 % concernent I’hématologie
et 14 % pour la biochimie. Aucun acte de bactériologie pour I’instant. (en projet).

- Ce laboratoire est globalement plus propre et mieux entretenu que celui de « I’Institut National
des Laboratoires Médicaux ». L’équipement est modeste mais apparemment en bon état. Un
photometre de flamme est en voie d’installation. Les bains maries sont a la bonne température et
les réfrigérateurs ne servent pas de garde manger !

Nous avons cependant noté que les pipettes a numération croupissaient dans un verre a pied au
contenu douteux !

- Le personnel (20 personnes environ) a 1’air assez compétent au niveau technique et était tres
heureux de nous montrer des lames de paludisme au microscope... Il souhaite avoir une boite pour
ranger leur collection de lames. (Nous 1’avons bien not¢).

Le personnel assure une garde 24 h sur 24.

Malheureusement, ce laboratoire n’est pas dirigé par un biologiste alors qu’il s’agit de 1’hopital
universitaire ou la validation biologique des analyses pourrait prendre toute sa valeur dans le
cadre d’un dialogue formateur avec les cliniciens.

- Nous n’avons pas trouvé de procédures réellement rédigées et nous sommes encore loin de la
mise en place d’une assurance de qualité interne au moyen de sérums de controle !

S’agissant de 1’hopital universitaire, il faudrait que ce laboratoire donne I’exemple !! et organise
la rédaction de tous les protocoles en faisant appel a des étudiants en stage détachés par la faculté
de pharmacie. (Il s’agit d’une suggestion personnelle, mais est-ce réalisable ?)

- Enfin, la plus grosse lacune: |’absence de traitement des déchets biologiques du
laboratoire... qui se retrouvent dans la rue au licu d’étre incinérés. La situation deviendra encore
plus dramatique si le laboratoire effectue comme prévu, des examens de bactériologie : quel sera
le sort des boites de pétri ensemencées ??

Mathias Altmann a bien noté cette situation inadmissible et doit s’en entretenir avec le
directeur de I’hopital et le Dr F. Tissot.

3 — Le laboratoire de I’h6pital Maiwand
- Il s’agit d’un hopital vétuste mais bien entretenu, a 1’aspect sain, de 250 lits.

Les disciplines présentes sont la chirurgie plastique et réparatrice, I’ORL, la dermatologie et la
pédiatrie. Une ONG (A.C.F.) développe dans cet hopital un programme contre la malnutrition.

La premicre impression est plutot assez favorable, aprés un accueil dans le bureau du directeur, le
Dr Alid Shafag NAJRABI (ORL), qui a I’air de diriger son hopital avec énergie et volontarisme
et qui nous a fait visiter le laboratoire.

- Le laboratoire est installé dans un batiment isolé du reste de 1’hopital : avec une salle d’attente,
une salle de prélévement et deux grandes pieces, I’une consacrée a la biochimie et I’'immunologie,
I’autre a ’hématologie et a la parasitologie. Les locaux sont propres et adaptés.

Ce laboratoire réalise environ 70.000 examens par an (2003) dont 76 % en hématologie et 4 % en
biochimie.

Mission Biologie Clinique Collombel-Yvert Juillet 2004 page 9 sur 64



- Le personnel a I’air compétent et motivé (13 personnes) et assure une garge 24 h sur 24.
La encore, aucun biologiste pour effectuer la validation biologique des résultats des analyses et
pour inciter a la mise en place d’une assurance de qualité des examens réalisés.

- L’équipement est correct, apparemment bien entretenu, les réactifs sont trés bien rangés.

Nous avons noté la présence d’un photomeétre en flamme en état de marche et d’une chaine
ELISA pour le dosage des hormones thyroidiennes.

Un spectrophotometre a été donné par une ONG sans formation du personnel et sans indication
pour sa maintenance ! A.M. 1. devra suppléer cette carence !

- L’hygiéne du laboratoire est satisfaisante : les pipettes sont propres, les prélévements ne
souillent pas les paillasses.

Une seule inquiétude : le sort des déchets biologiques, étant donné que I’hdpital ne dispose
pas d’incinérateur... et que comme a Ali ABAD, il est envisagé de réaliser des examens de
bactériologie... quel sera le sort des milieux ensemencés ?

Aprées la visite de ces trois laboratoires, qui sont sans doute les meilleurs de tout 1’ Afghanistan,
nous constatons :

1 — Que certaines organisations donnent des instruments d’analyse relativement
sophistiqués (dosage d’hormones par des techniques ELISA par exemple) sans assurer la
formation du personnel, sans suivi dans la fourniture de réactifs, sans aucune indication sur la
maintenance... Dans ces conditions, ce genre d’appareil risque de ne pas étre fonctionnel trés
longtemps et est susceptible de donner trés rapidement des résultats erronés, difficiles a détecter
¢tant donné I’absence de systeme d’assurance de qualité et I’absence de validation biologique du
résultat.

Il apparait donc important que les dons de ce type soient répertoriés et répondent a
certaines exigences de « service aprés don ».

2 — Que les ruptures d’approvisionnement en réactifs sont fréquentes, que la chaine du froid
n’est pas toujours respectée et que certains réactifs sont livrés périmés.

Il apparait important que I’Institut National des Analyses Médicales de Kaboul organise une
centrale d’approvisionnement en réactifs, en prenant contact avec les industriels internationaux et
en s’appuyant sur le réseau d’Aide Médicale Internationale
(Le Dr TEMOURI nous incite a prendre contact avec BIOMERIEUX).

3 — Que les techniciens de laboratoire n’ont pratiquement aucune notion sur les moyens a
mettre en oeuvre pour garantir la qualité des analyses qu’ils réalisent.

Dans ce contexte, afin d’apporter le minimum indispensable d’assurance de qualit¢ dans la
réalisation des examens biologiques, la Direction de D’Institut National des Laboratoires
Médicaux de Kaboul doit exiger des techniciens et biologistes de maniére progressive et
programmeée.

3-1. La rédaction détaillée et précise, discipline par discipline, de toutes les techniques

utilisées, y compris celles concernant des kits de réactifs préts a I’emploi, avec, si possible, les
références bibliographiques correspondantes.
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3-2. La validation de toutes les techniques mises en oeuvre, y compris celles concernant des
kits de réactifs préts a I’emploi, par des tests de répétabilité et de reproductibilité.
Les résultats doivent étre archivés pendant au moins un an.

3-3. Le contrdle métrologique de tous les instruments utilisés au cours du dosage :

- pipettes en verre

- pipettes automatiques
- étuves

- bains marie

- réfrigérateur

- colorimeétre

- spectrophotometre

- centrifugeuse

- etc

Les résultats doivent étre archivés pendant au moins un an.

3-4. La mise en place d’un contrdle de qualité interne quotidien pour chaque série de
parametres.
Les résultats doivent étre archivés pendant au moins un an.

La mise en place de ce controle de qualité interne nécessite la mise a disposition des
techniciens et des biologistes, de sérums de contrdle titrés, si possible a différents taux (bas,
normal, éleveé).

3-5. L’établissement des valeurs normales ou usuelles de chaque paramétre en fonction des
méthodes employées, avec indication des coefficients de variation.

3-6. La tenue de registres de laboratoire pour chaque paramétre, avec toutes les indications
ayant permis d’établir le résultat telle que densité optique ou autre information..., pour les
¢chantillons biologiques, les standards et les controles.

Ces registres doivent étre conservés au moins pendant un an.

3-7. L’édition d’une feuille de résultat a remettre au prescripteur, portant les indications
suivants :

- n° d’enregistrement de I’examen

- nom du patient et si possible son adresse

- nom du prescripteur et si possible son adresse

- nom de I’analyse effectuée

- les résultats obtenus

- les wvaleurs wusuelles normales du laboratoire concernant ce paramétre avec
validation du coefficient de variation

- si  nécessaire des remarques sur le prélevement (hémolyse, difficulté
d’acheminement...)

- signature du directeur du laboratoire avec des commentaires si nécessaire ?

Mission Biologie Clinique Collombel-Yvert Juillet 2004 page 11 sur 64



3-8. La participation a un systeme d’assurance qualité externe, si possible régionale, voire
nationale, dés qu’il sera mis en place par le Ministere de la Santé.

4 — Que les techniciens et les biologistes n’ont que de trés rares notions concernant les
indispensables précautions d’hygiéne a mettre en oeuvre au sein des laboratoires pour
viter les contaminations du personnel par des agents pathogéne susceptibles d’étre présents au
sein des échantillons biologiques qu’ils manipulent.

Dans ce contexte, le personnel du laboratoire doit avoir une attitude réfléchie consciente des
risques encourus.

La direction du laboratoire doit tout mettre en oeuvre pour que le personnel soit en mesure
d’appliquer les régles d’hygiene.

Le tableau ci-apres rappelle le devoir et les obligations de chacun

en sachant que I’effort principal doit concerné, soit la construction d’un incinérateur dans chaque
hopital, soit I’organisation d’un systéme de ramassage quotidien des déchets biologiques pour les

acheminer dans un incinérateur central
(par exemple celui de I’Institut National des Laboratoires Médicaux)

Devoirs de la Direction
d’un laboratoire

Obligation du personnel
Techniciens et Biologistes

Vaccinations

*Mettre a disposition les vaccins
pour :

- hépatite B

- tuberculose

- diphtérie

- tétanos

- poliomyélite

- typhoide

- Accepter la vaccination

- Sinon, faire vérifier le taux
d’anticorps contre le virus de
I’hépatite B

Tenue vestimentaire

*Mettre a disposition :

- deux blouses en coton par
semaine

- éventuellement un pantalon de
coton blanc

- Manipuler en blouse couvrant
tous les vétements (sinon, mettre
un pantalon de coton blanc)

- Quitter la blouse avant de sortir
du laboratoire

- Se laver les mains avant de
sortir du laboratoire

- Mettre a disposition des gants a
usage unique en quantité
suffisante (3 a 4 paires par jour)

- Manipuler avec des gants a
usage unique qui, une fois
souillés sont jetés dans le sac
destiné a étre incinéré

- Oter les gants avant les
manipulations propres
(observation au microscope,
recopiage des résultats...)
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- Installer un vestiaire pour les
hommes et les femmes avec si
possible des douches et surtout
des toilettes correctes

Laisser au vestiaire les objets
personnels (sacs, bijoux,
manteaux...)

Alimentation

- Installer un réfectoire avec un
réfrigérateur destiné a la
conservation des aliments

- Ne pas boire, ni manger, ni
fumer au sein du laboratoire (=2
réfectoire)

- Ne pas entreposer d’aliments
dans le réfrigérateur contenant
des réactifs ou des prélévements
biologiques

*Mettre a disposition des

- Ne pas recapuchonner ni

1 préleveurs : désadapter a la main les aiguilles
Prélevements des . . \ < s .
X . - seringues et aiguilles a usage a prélevement des seringues
¢chantillons ) o )
biologiaues unique - Jeter aiguilles, seringues,
glq - vaccinostyle a usage unique vaccins, tampons de coton, gants
- poudriers a usage unique a usage unique, pansements, dans
- tubes a usage unique des sacs étanches qui seront
incinérés
- Verser du Phénol dans les
, . . oudriers et récipients divers
Déchets biologiques P b
contenant des selles, crachats,
- sang o . : )
liquides biologiques divers
- selles .
- Rassembler ensuite ces
- crachats s .
récipients ainsi que les tubes de
-LCR o
sang et milieux de culture
- etc .
ensemencés dans des sacs
¢tanches qui seront incinérés
Réalisation des

examens biologiques

*Mettre a disposition des
techniciens et biologistes :

- des antiseptiques

- des pipettes automatiques ou des
propipettes

- le plus possible de matériel a
usage unique (Ex : tubes a
hémolyse)

- Nettoyer quotidiennement les
plans de travail

- Nettoyer une fois par semaine
les réfrigérateurs

- Ne pas pipeter a la bouche :
utiliser des propipettes et mieux
encore, des pipettes automatiques
- Evacuer les déchets et le
matériel a usage unique a
I’incinérateur

® FORMATION CONTINUE
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A IINTENTION DES MEDECINS CLINICIENS

Apres une priere et le préche d’un mollah, suivi des discours d’accueil du Dr AZIZ, du Dr
TEMOURI et du Dr RAHMANI, DI’enseignement a lieu dans la salle de cours de I’hopital
universitaire NEW Ali ABAD.

Samedi 10 juillet: 9hal12h
Dimanche 12 juillet : 9h a 12 h

Le Dr Trina NAWABI a assuré I’ensemble de la traduction.

Cet enseignement avait pour but d’inciter les médecins cliniciens & nouer un dialogue avec les
biologistes afin :

- de mieux connaitre les valeurs prédictives des examens de laboratoire

- de mieux les aider a adapter leur prescription aux possibilités locales

- de rappeler ce qu’ils peuvent attendre de ces examens dans leur pratique quotidienne

- de recueillir leurs besoins et leurs désirs en matiére d’examens de laboratoire.

Le handicap majeur au dialogue que nous envisagions de provoquer réside dans le fait qu’il n’y a
pas de biologistes au sein des laboratoires hospitaliers qui sont dirigés par des techniciens
« supervisor » sans aucune formation clinique.

Les résultats d’examens sont rendus sans aucune validation technique (absence de contrdle de
qualité interne et externe) et sans aucune validation biologique... et n’ont de ce fait que peu de
valeur aux yeux des cliniciens.

Nous avons pu cependant constater un certain intérét sur le role du laboratoire dans les
diagnostics et le suivi de certaines maladies infectieuses, et il nous a ét¢ demandé d’organiser des
enseignements sur :

- le diagnostic biologique de la toxoplasmose
- le diagnostic biologique de la rubéole
- le diagnostic biologique du SIDA

Nous avons transmis le message a Mathias ALTMANN et a Trina NAWABIL.

La cession de formation a été cloturée par les remerciements d’usage (Dr EXEER, Directeur de
I’hdpital et Dr TEMOURI) et par remise d’attestation de suivi des enseignements.

© BILAN DE LA MISSION CONCERNANT LA BIOLOGIE CLINIQUE

Le Dr TEMOURI organise le 15 juillet & 15 h une réunion au Ministére de la Santé, sous la
présidence du Dr Shah SHOKOHMAND, directeur de la Santé Publique représentant le Ministre
de la Santé, afin de faire le bilan de notre mission.
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Participants : Dr TEMOURI, Dr SCHARIFI, Pr C. COLLOMBEL, Pr J.P. YVERT, Mathias
ALTMANN, Homaira NAWABI

Le Dr SHOKOHMAND nous demandant de tirer les conclusions de notre mission, sous forme de
propositions constructives, nous rappelons :

1 — La nécessité de mettre en place le contréle de qualité interne et externe des examens de
laboratoire, en s’appuyant sur le projet de loi sur la biologie clinique.

pour ce faire, il apparait indispensable de mettre en place des sessions pratiques de formation, ce
qui correspond a une demande des techniciens et des biologistes.

Nous indiquons que nous sommes préts a assurer ce type de formation.

2 — L’impérieuse nécessité d’augmenter le niveau des précautions prises pour assurer la
sécurité biologique au sein des laboratoires et vis a vis de la population en général :

- construction d’incinérateurs pour les déchets biologiques hospitaliers
- vaccination du personnel des laboratoires

- mise a disposition du personnel de réfectoires pour éviter qu’il déjeune sur les paillasses
au milieu des prélévements.

3 — Le réle que devrait jouer un biologiste chef de service dans chaque laboratoire pour
assurer la validation technique et biologique des résultats d’examen.

Le Dr SHOKOHMAND prend note de ces recommandations, en particulier concernant les
incinérateurs, et nous demande de continuer a oeuvrer pour moderniser la biologie clinique
afghane :

- en participant a la mise en place de la loi sur la biologie

- en maintenant la présence d’un interne en pharmacie pour le secteur de la biologie
clinique

- en participant a la mise en place du futur laboratoire central dans le batiment du centre de
transfusion

- en intéressant les industriels du secteur des bio réactifs a la biologie afghane
(BIOMERIEUX par exemple)

- en continuant a participer a la formation des techniciens et biologistes afghans.

Nous répondons que nous sommes préts a assurer ces missions si la cellule Santé de 1’ambassade
de France nous le demande.

O INSTALLATION DU PLATEAU TECHNIQUE DE CHIMIE ANALYTIQUE
APPLIQUEE AU CONTROLE DES MEDICAMENTS
DE LA FACULTE DE PHARMACIE
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Professeur Christian COLLOMBEL
Professeur Jean-Pierre YVERT
Monsieur Ali SADJAD

ILundi 5 juillet 2004 — 14 h|

Réunion a la Faculté¢ de Pharmacie de Kaboul, ou le Doyen BABURY nous accueille et nous fait
découvrir la piece de T.P. ou doivent étre installés les équipements du plateau technique de
chimie analytique.

Nous constatons avec étonnement le changement de localisation de ce laboratoire (en raison de
I’opposition du  Pr  SAIFI qui ne veut pas partager ses locaux!!),
et surtout :

- D’absence de prises ¢électriques sur les paillasses : il n’existe qu'une seule prise a ’entrée
du laboratoire !!... alors qu’il en faudrait une trentaine répartie sur les paillasses

- 1’absence de mise a la terre

- I’insuffisance du nombre de paillasses... il en faudrait deux de plus

- la nécessit¢ d’installer un onduleur pour réguler 1’alimentation électrique
(220 volts-20KVA)

Nous nous étonnons que les collégues qui nous ont précédés ne se soient pas apercus de ces
insuffisances... qui étaient identiques dans le laboratoire du Pr SAIFI.

Le Pr BABURY fait part de son impuissance a régler ces problemes en moins de 15 jours... et une
fois de plus compte sur les frangais pour gérer le probléme !... et immédiatement nous
transmettons le message a Florence MORESTIN... pour connaitre notre marge de manoeuvre.

En attendant, nous pointons la livraison des équipements achetés en France par I’ambassade et la
Région Rhone-Alpes. (Nous ne comprenons pas que le réfrigérateur n’ait pas pu étre acheté en
Afghanistan... ') et Ali SADJAD rédige de certificat de cession de I’outillage que nous avons
amené dans nos bagages (45 kg !!).

Nous demandons également au Pr BABURY de visiter les laboratoires du sous sol de la Faculté

selon les indications données par le Pr MOQADAR : locaux spacieux, mais sombres et
humides !!

Enfin, nous rappelons au Dr BABURY que les équipements donnés par la France doivent
équiper un plateau technique a la disposition de tous les enseignants de la Faculté, et non
pas devenir la chasse gardée d’un laboratoire.

Mardi 6 juillet — 14 h et Mercredi 7 juillet — 14 h

- Avec 1’accord de Florence MORESTIN, de I’Ambassade de France et Ali SADJAD, nous
recherchons des artisans ¢électriciens et des magons pour leur faire établir des devis.

Ueudi 8 juillet — 14 h|
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- Etablissement des plans avec les électriciens et les magons
- Indications pour I’installation de la ligne de mise a la terre
- Evaluation de la puissance de I’onduleur : 20 KVA — 220 volts

Samedi 10 juille]

- Les travaux n’ont toujours pas commence
Ali SADJAD est un peu désorienté et se demande a quoi il sert ?!

Dimanche 11 juillef

- Début des travaux pour les paillasses
L’artisan a I’air de connaitre son métier.

ILundi 12 juillet — Aprés-midi et Mardi 13 juillet — Aprés-midi

- Explications abondantes fournies a 1’électricien qui n’a pas 1’air de comprendre ce qu’on attend
de lui !
Nous lui dessinons un plan d’ensemble de I’installation avec indication de 1’emplacement des
prises.

Mercredi 14 juillet — Aprés-midi|

- Les paillasses sont terminées trés correctement

- L’¢lectricien a perdu notre plan, tire des lignes dans tous les sens, sans réfléchier, perce des
carreaux ou il ne faut pas !

- Nous reprenons tout a zéro et lui tragons sur le mur, avec des rubans adhésifs, I’emplacement
des lignes a installer, avec indication des lignes arrivant et sortant du futur onduleur, en rappelant
de ne pas oublier de brancher la ligne de terre !

Jeudi du 15 juillet — Aprés-midil

- Recherche vaine d’un onduleur dans le bazar « électricité » de Kaboul... Il faudra I’importer de
France.

Etant donné le retard considérable pris dans I’installation du laboratoire, Ali SADJAD envisage
de rester 15 jours de plus. Frédéric TISSOT donne son accord.

Bonne chance a Ali SADJAD !!

CONCLUSION
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Cette mission s’inscrit dans le cadre de I’accord de coopération signé le 2 février 2003 entre la
Faculté de Pharmacie de Lyon, la Facult¢ de Pharmacie de Kaboul et les Hospices Civils de
Lyon.

Les objectifs fixés n’ont été que partiellement atteints en raison des difficultés matérielles
rencontrées dans I’installation du plateau technique de chimie analytique appliquée au contrdle
des médicaments.

Nous aurions ¢également souhait¢é au cours de cette mission, aborder avec
le Doyen BABURY :

e le projet de création de la société afghane de biologie clinique

e et celui concernant I’édition d’un bulletin de liaison et d’information des pharmaciens
afghans dont nous parlons depuis bientdt deux ans ! et pour lequel nous avons mobilisé
des donateurs... Ce sera pour ’année prochaine nous a t’il dit !

Les mois passent ; c’est dommage... mais nous n’avons certainement pas la méme notion du
temps que nos amis afghans.

k %k ok

Nous remercions tous les membres de la Cellule sant¢ de 1’ambassade de France dont nous
apprécions le soutien efficace et I’accueil cordial. Ils contribuent chacun a leur place, a faciliter
notre s¢jour a Kaboul et a aplanir les difficultés rencontrées au cours de notre mission.

Et bravo pour la guest house Ali ABAD, ses chauffeurs et ses cuisiniers.

Rapport de mission validé le 14 aott 2004
par I’Ambassade de France a Kaboul
- Les constats et propositions appartiennent a I’auteur -

Mission Biologie Clinique Collombel-Yvert Juillet 2004 page 18 sur 64



Rapport final de la mission
d’Homaira Nawabi

Période effectuée : 3 Juillet 2004 au 28 Juillet 2004
Lieu : Kaboul (Afghanistan)

Controle de qualité :

Du 3 au 16 juillet, j’ai effectué un travail de traduction pour les professeurs C. Collombel et J.P. Yvert. Leurs cours
étaient dispensés a I’Institut National des Analyses Médicales de Kaboul placé sous la direction de Mr Sharifi. Leur
programme d’enseignement se destinait aux techniciens de laboratoire et aux biologistes sur le théme de la qualité et
de I’hygiéne au sein du laboratoire. Devant le manque de connaissances théoriques du personnel, les cours sur le
contréle qualité se sont limités a des rappels sur les bases physicochimiques utilisées en biologie clinique (normalité,
molarité, équivalence ionique, dilutions), sur les bases du calcul statistique (moyenne, variance, écart type,
coefficient de variation...) et les notions de linéarité, reproductibilité et répétabilité. Aprés la visite des locaux du
laboratoire central le non respect des régles élémentaires d’hygiéne et de sécurité était évident. Ainsi des rappels dans
ces domaines ont été faites.

L’ensemble des enseignements ont été regroupés dans un fascicule que j’ai traduit en dari et remis au Docteur Latif
qui se chargera de le transmettre aux intéressés.

J’ai également traduit des réunions notamment avec le Dr. Skokohmand, directeur de la santé publique au MoH.

Training en hématologie :

Du 18 au 27 juillet, j’ai assisté Mathias ALTMANN, interne en Pharmacie détaché des Hopitaux de Marseille sur un
programme laboratoire a Kaboul, dans la réalisation de travaux pratiques et de cours théoriques en hématologie.

Ces cours se sont également déroulés a I’Institut National des Analyses Médicales de Kaboul.

Les travaux pratiques, destinés aux techniciens du Laboratoire Central, des Hopitaux de Kaboul, Baraki et
Metherlam, portaient sur la réalisation de frottis sanguins, sur la numération et la formule leucocytaire.

Les cours théoriques ont porté sur la signification médicale des anormalités observées sur les frottis pendant les
séances de travaux pratiques.

Remarques :

Bien que les Afghans manifestent une réelle envie d’apprendre, leur carence en connaissances théoriques associée a
la perte de toute rigueur scientifique, due aux nombreuses années de conflits, constituent un véritable obstacle au bon
déroulement des analyses médicales. De ce fait pour eux le travail de laboratoire n’est qu’une succession de gestes
routiniers dont parfois ils ne comprennent méme pas le sens. Ainsi il serait nécessaire de leur dispenser une
formation a la fois théorique et pratique afin de combler ces manques et changer leurs habitudes.

A tout cela s’ajoute un déficit en matériel de base vraiment indispensable. En effet j’ai entrepris de mettre en place
des travaux pratiques de biochimie afin d’introduire la notion de linéarité vue précédemment avec le Pr.Yvert. Aprés
avoir rédiger I’ensemble de 1’étude, j’ai voulu vérifier la véracité et la cohérence du protocole en compagnie de Mr.
Wardack. Malheureusement nous nous sommes heurtés a 1’absence de solution standard (aussi bien glucose,
qu’albumine ou que hémoglobine !!!). J’ai donc expliqué en détail ’expérience a Mr. Wardack qui tentera de le
mettre en place dés que cela sera possible. Je lui ai également montrer comment controler 1’exactitude des
micropipettes.

Enfin aprés ces problémes concernant I’enseignement en lui-méme, d’autres difficultés d’ordre relationnelle se sont
manifestées. En effet lorsque j’ai commencé les training d’hématologie, j’ai eu du mal a me faire entendre et a me
faire respecter. J’ai alors décider de changer mon comportement et de me montrer beaucoup plus intransigeante avec
les stagiaires, ce qui m’a permis de m’imposer.
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Dans I’environnement actuel de 1’ Afghanistan une fille aura beaucoup de mal a imposer ses idées et a instaurer un
dialogue surtout dans ce milieu ou il y une forte présence masculine. Mais dans un ou deux ans la collaboration avec
une jeune fille sera certainement possible.

Méme si cette appréciation n’est pas partagée par le Dr Frédéric Tissot, responsable du projet Santé a I’Ambassade
de France, je pense que le successeur de Mathias Atlmann devrait ne pas étre une fille.

Malgré la présence de difficultés, la reconstruction et le progres sont flagrants en Afghanistan et trés encourageants
pour I’avenir. La volonté et la curiosité des Afghans donnent envie de les aider et a persévérer dans cette voie.

Je serais heureuse de participer de nouveau a cette formidable aventure riche en legons, non seulement pour les
Afghans mais aussi pour moi.
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Résumé de I’enseignement donné aux personnels des établissements de santé

mardi 06 juillet 2004
Institut National des Laboratoires Médicaux
KABOUL

RAPPELS DES BASES PHYSICO-CHIMIQUES
UTILES EN BIOLOGIE MEDICAL

Pr. Jean-Pierre Yvert

1) DEFINITIONS

Atome, poids atomique
molécule

Nombre d’Avogadro
Molécule, Molécule gramme

A) MOLARITE, NORMALITE D’UNE SOLUTION

Définition de la Molarité

La molarité d’une solution pour une substance donnée est égale au nombre de molécule gramme de cette
substance contenue dans un litre de solution.

Exemples :

HCL, NaCL, H2SO4, H3 PO4

H=1; Cl= 35,5 HCI=36,5

PM HCL=36,5 g/mole

Une solution molaire d’ HCI contient une mole d’HCI par litre donc, si une mole d’HCI pese 36,5 g, une
solution molaire contient 36,5 g/litre d’"HCI.

Na=23 ; CI=35,5

PM NaCl=58,5 g/mole.

Une solution molaire de NaCl contient une mole de NaCl par litre donc, si une mole de NaCl pése 58,5 g,
une solution molaire de NaCl contient 58,5 g/litre de NaCl.

Préparation des solutions molaires

Exemple : NaCl

Une solution molaire de NaCl contient une mole de NaCl par litre donc, si une mole de NaCl pese 36,5
g, une solution molaire contient 36,5 g/litre de NaCl.

58,5 grammes H20
de NaCl OSP 1000 ml
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Exemple : HCI

Une solution molaire d” HCI contient une mole d’HCI par litre donc, si une mole d’HCI pése 36,5 g, une
solution molaire d’HCI contient 36,5 g/litre d’HCL.

36,5 grammes H20
de H(CI 2 OSP 100 ml 3

Mettre un peu
d’ean 250 ml 1

Exemple : H2SO4

H=1;S=32; 0=16
Une solution molaire d” H2SO4 contient une mole d” H2SO4 par litre donc, si une mole d” H2SO4 pése
98 g, une solution molaire d’ H2SO4 contient 98 g/litre d’H2S04.

Dans I'eau
glacée

98 grammes H20
de H2SO4 2 OSP 1000 ml

Mettre un peu
d’ean 250 ml 1

Définition de la Normalité

Dans I’eau les acides se dissocient pour donner :

- des ions positifs appelés cations. Ce sont des ions H+ (encore appelés protons). Ils sont responsables de
I’acidité de la solution.

- des ions négatifs appelés anions. Ils correspondent au reste de la molécule.

Exemples
HCL
HCL 1 ion gramme H+ soit 1 gramme
1 molécule gramme onn
(36,5 grammes) e 1 ion gramme Cl- soit 35,5 grammes
H2S04
H2504 2 ions gramme H+ soit 1x2 grammes
1 molécule gramme onn
98 grammes e 1 ion gramme SO4- - soit 96 grammes
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H3PO4

H3PO4 3 ions gramme H+ soit 1x3 grammes
1 molécule gramme onn
97 grammes e 1 ion gramme PO4- - - soit 94 grammes
NaOH
NaOH 1 ion gramme OH- soit 17 grammes
1 molécule gramme onn
40 grammes e 1 ion gramme Na+ soit 23 grammes

Une solution est dite normale (1N) lorsqu’elle contient un ion gramme (H+) ou un ion gramme
hydroxyde (OH-) par litre de solution.

Donc :

Une solution normale (1N) d” HCI contient un ion gramme H+ par litre. Comme un ion gramme H+ est
donné par une molécule gramme d’HCI, une solution normale (1N) d” HCI contient une mole gramme
d’HCI soit 36,5 g/litre d’HCL

Une solution molaire de NaOH contient un ion gramme OH- par litre. Comme un ion gramme OH- est
donné par une molécule gramme de NaOH, une solution normale (IN) de NaOH contient une mole
gramme de NaOH soit 40 g/litre de NaOH.

Attention

Une molécule d’acide sulfurique H2SO4 libére 2 ions grammes H+.C’est un di-acide.

Dans ce cas :
Une solution normale (1N) d° H2SO4 contient toujours un ion gramme H+ par litre, mais comme la
molécule gramme

d” H2S04 libere 2 ions grammes H+ par litre, il suffit de seulement d’une %2 molécule gramme d” H2SO4
pour obtenir lion gramme H+ par litre.

Donc une solution normale (IN) d” H2SO4 contient 1/2 mole gramme d’ H2SO4 soit 98/2=46 g/litre d’
H2S04.

Une molécule d’acide phosphorique H3PO4 libére 3 ions grammes H+. C’est un tri-acide.

Dans ce cas :
Une solution normale (1N) d° H3PO4 contient toujours un ion gramme H+ par litre, mais comme la
molécule gramme d” H3PO4 libere 3 ions grammes H+ par litre, il suffit de seulement de 1/3 molécule
gramme H3PO4 pour obtenir 1 ion gramme H+ par litre.

Donc une solution normale (1N) d” H3PO4 contient 1/3 mole gramme d” H3PO4 soit 97/3= 32,33 g/litre
d’ H2SO4.

Il existe ainsi une relation entre molarité et normalité qui est fonction de la nature de 1’acide ou de la base

Acide ou Base Molarité Normalité
HCl 1M=36,5¢g/1 IN =36,5¢g/1
NaOH 1M= 40g/1 IN = 40gl/
H2S04 IM =98 g/l IN = 98/2=M/2
H3PO4 IM =97 g/l IN =97/3=M/3
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B) TRITRAGE DES SOLUTIONS

Les solutions titrées préparées manuellement dans les laboratoires a partir des réactifs en vrac (poudre,
liquides...) ne conduisent pratiquement jamais a des solutions dont les concentrations sont parfaitement
connues.
Cela est du a différentes causes :
e la présence d’impuretés dans les réactifs. La pureté d’un réactif n’est pas de 100%.
e la présence d’eau (humidité ou eau de constitution) dans le produit dont il est tres difficile de
connaitre le pourcentage exacte car cela dépend des conditions de conservation (chaleur,
humidité...).

Il est donc indispensable de comparer la solution préparée au laboratoire (donc imprécise) a une

solution de référence du commerce dont la concentration est parfaitement connue (grande
précision) et certifiée par le fabricant (exemple Titrisol Merck).

Modalités de titration et calcul des titres

Exemple tirage d’une solution HCI environ 1 N préparée au laboratoire par dissolution d” HCI (environ
36,5 g/1) par une solution NaOH 1N titrée du commerce (exemple Titrisol).

Ajouter goutte a goutte

la solution NaOH
Dans la burette jusqu'au virage
NaOH 1,00N titrée de l'incolore au rouge violacé
(Référence)

10 ml exactement de la 3 24 gouttes

solution a titrer d
e

G G
G B ° B

Quantité
de NaOH
1,00 N
versée
9,55ml

Lorsque la couleur change due I’incolore au rouge violacé on dit que 1’on est au » point d’équivalence »
ce qui correspond dans notre exemple a pH = 7,00.
Il a fallu 9,55 ml de NaOH 1,00 N pour neutraliser 10 ml de notre solution.

Calcul des titres

On utilise la formule N1 xV1I=N2xV2

NaOH 1,00N / HCI em

N1xVI=N2xV2
1,00x9,55=N2x10,0
N2=1x9,55

10,0
N2=0,955N

Exercice

On titre une solution de NaOH inconnue par une solution 3 M (3,0 fois molaire) d’H2SO4.
Pour neutraliser 20 ml de solution de NaOH inconnue, on utilise 11,80 ml de solution H2SO4 exactement
3,00 M.
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Quel est le titre de la solution de NaOH ?

N1VI1=N2V2 20N1 =11,80x6 N1=11,80x6/20 NI1=3,54 N

C) EQUIVALENT ET MILLIEQUIVALENT

Notion d’équivalence

Dans le corps humain existent de nombreuses substances minérales ou organiques.

La plupart des substances minérales sont dissoutes dans I’eau de I’organisme et existent non plus a 1’état
de molécule entiere mais a 1’état d’ion. Cela est la conséquence d’un phénoméne chimique appelé
dissociation.

Lors de cette dissociation la molécule donne naissance & 1 ou plusieurs ions chargés positivement
appelés CATIONS et a 1 ou plusieurs ions chargés négativement appelés ANIONS

Exemples :
Molécules Tons Molécules Ions
a+ +
NaCl NaCl <‘:q HCI HCI <‘:’
Cl- Cl-
<:Ia+ + _—" H+
CaCl12 CaClI2 H2S04 H2S04
2Cl \‘so4 -

Tous les ions positifs ou cations ont un caractere acide, et tous les ions négatifs ou anions ont un caractére
basique.

Chez I’individu en bonne santé, tous les ions acides et tous les ions basiques forment un équilibre
conduisant & un pH du sang voisin de 7,40.

Cations Anions
H+ OH"
Na+ Cl-
K+ SO4
Ca+ + PO4
NH4+ HCO3
Mg+ + NO3
\— _
v
pH= 7,40

Dans certaines affections, les cations deviennent plus nombreux que les anions. Comme ce sont des
acides, le pH du sang, baisse (7,30...7,25..). On dit alors que le patient est en ACIDOSE.

Dans certaines affections, les anions deviennent plus nombreux que les cations. Comme ce sont des
bases, le pH du sang, s’éléve (7,50...7,55..). On dit alors que le patient est en ALCALOSE.

Les états d’acidose ou d’alcalose sont graves pour les malades, il faut les corriger le plus rapidement et le
lus précisément possible.
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Pour cela le médecin a besoin de connaitre chez le malade le nombre de charges positives et le nombre de
charges négatives présentes dans le sang du malade.

Pour cela :
e on mesure pour chaque cation important son caractére acide en 1I’exprimant en EQUIVALENT
H+ libéré,
e on mesure pour chaque anion important son caractére basique en I’exprimant en EQUIVALENT
H+ neutralisé par OH -
Exemples :

mais 1 Na’ est neutralisé par 1 OH ~ et 1 OH ~

Na*
ﬂeﬁglise 1 H+

NaCl NaCl
\ Cl mais 1 Cl~ estneutralisé par 1 H+

donc si I’on ne regarde que les charges + on peut dire que 1 Na+ est équivalent a 1 H+
en charge+ car ils ont tous les deux 1 charge positive (+).

Ca"" mais 1 Ca"" est Equivalent a 2 H+ en charge+ et .il faut 2 OH"
pour le neutraliser.

CaCl2 CaCl2 \
2Cl° mais1 Cl° estneutralisé par 1 H+.

donc si I’on_ne regarde que les charges + on peut dire que 1 Ca” " est équivalent a 2 H+
en charge+ car il faut les 2 charges + des 2 H+ pour égaler les 2 charge + de Ca™" .

2 pas de probléme car 1| H' =1 H"
H2S04 H2S04

1 SO4 " "mais 1 SO4 "~ est équivalent a 2 OH ~ en charges négatives
et il faut 2 H+ pour le neutraliser 2 OH .

donc si ’on ne regarde que les charges + on peut dire que 1 SO4™ ™ est équivalent a 2
H+ car
1 S04 "~ est équivalent a 2 OH “et 2 OH ~sont équivalents a 2 H+.

En tenant compte du poids atomique (PA) des différents ions on peut dire que :

e union potassium K de PA = 39 donne le méme nombre de charges positives que 1 ion H" dont
le PA est 1 ou encore que 1 ion Na+ dont le PA est 23.

e union nitrate NO3™ de PA = 62 donne le méme nombre de charges négatives que 1 ion OH de
PA 17 ou encore que 1 ion HCO3™ dont le PA est 13 et que chacun de ces ions neutralise 1 ion
H+. dont le PA est 1.

e que pour neutraliser les deux charges + d’un ion calcium de PA 40, il faut 2 ions OH de PA 17
ou 1 ion sulfate SO4" ~de PA 96 ou encore 2 ions nitrate de PA 62.

On peut donc dire que chaque ion est caractérisé par son poids atomique (PA) et par son nombre de
charges positives ou négatives que 1’on appelle VALENCE.
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Définition de la valence d’un élément

La valence d’un élément est égale au nombre de charges positives ou négatives qu’il présente dans un état
donné (par exemple sous forme d’ion).

Mais attention :

Une molécule n’est pas chargée, sa valence est toujours égale a Zéro.

En conclusion

Equivalence (Eq), poids atomique et valence sont reliés par une équation simple :

Poids atomique (en grammes)
EQUIVALENT =Eq =
(grammes) Valence

Dans le sang les concentrations en ions (anions ou cations) sont faibles. Les équivalents sont des
grandeurs trop grandes. On utilise un sous multiple 1000 fois plus petit le MILLIEQUIVALENT noté mEq.

Poids atomique (en milligrammes)
MILLIEQUIVALENT =
(milligrammes) Valence

Tableau récapitulatif

Cations ou Anions Poids Atomiques (PA) Valence Eiq;rie\l/;lrerllgs E%ﬁﬁ&;;ﬂi?;s
H+ 1 1 1 1
Na+ 23 1 23 23
K+ 39 1 39 39
Ca+ + 40 2 20 20

NH4+ 18 1 18 18
Mg+ + 24 2 12 12
OH" 17 1 17 17
Cl” 35,5 1 35,5 35,5
S04 - 96 2 48 48
PO4 95 3 31,67 31,67
HCO3% 13 1 13 13
NO3 - 62 1 62 62
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Application en biochimie

La concentration du calcium dans le sang est en moyenne de 100 mg/litre de sang ce qui correspond a 5

mEq .
le mEq de calcium pesant 20 mg, il y a 100/20=5 mEq

La concentration en chlorures dans le sang est en moyenne de 102 mEq/litre de sang ce qui correspond a

3621mg de Cl soit 3,621 g/litre.
Un mEq de chlorures pésent 35,5 mg, 102 mEq pésent 102x35,5 = 3621mg/1 =3,621 g/I.

L’intérét de ce mode de calcul est trés grand pour les réanimateurs dont le souci est maintenir le pH du
sang le plus prés possible de a 7,40.

Pour cela ils expriment les anions et les cations en mEq

Cations Anions
Na+ en mEg/I Cl "en mEqg/|
K+ en mEqg/I| SO4 ~“en mEq/I
Ca+ +en mEq/l PO4 """ en mEqg/|
Mg+ + en mEqg/I HCO3 en mEqg/I
Total de la colonne = X Total de la colonne =Y
mEg/I mEq/I
~
pH = 7,40

Pour que le malade soit équilibré il faut que les totaux de chaque colonne (X pour les cations et Y pour les
anions) soient le plus proches de 155.+/-5.

En cas d’acidose il y a trop de cations ou pas suffisamment d’anions. Pour corriger on donnera au malade
des anions ou on lui enlévera des cations tout en restant le plus pres possible de 155 mEq.

En cas d’alcalose il y a trop d’anions ou pas suffisamment de cations. Pour corriger on donnera au
malade des cations ou on lui enlévera des anions tout en restant le plus prés possible de 155 mEq.

* * *

Résumé de I’enseignement donné aux personnels des établissements de santé

mercredi 07, jeudi 08 et dimanche 11 juillet 2004
Institut Nationale des Laboratoires Médicaux

KABOUL

RAPPELS DES BASES PHYSICO-CHIMIQUES EN BIOLOGIE
NOTIONS DE STATISTIQUES
VALIDATION DE TECHNIQUES
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Pr. Jean-Pierre Yvert

1) DILUTION DES SOLUTIONS

Deux méthodes simples peuvent étre utilisées pour diluer une solution donnée :
e dilution directe,
e dilution en cascade ou dilution successive:

Les dilutions directes sont des solutions réalisées en diluant & chaque fois directement la solution mére (=
solution stock, standard...). Ces solutions (filles) sont trés précises et indépendantes les unes des autres de sorte
qu’une erreur intervenant sur 1’une d’elle n’affecte pas les autres.

Elles sont a préférer lors de la fabrication de solutions étalons.

Les solutions par dilutions successives sont obtenues en diluant de proche en proche la solution
immédiatement précédente.

La solution mere n’est utilisée qu’une fois lors de la premiére dilution.

Lorsqu’elles sont préparées avec beaucoup de soins, ces solutions sont précises mais une erreur
intervenant sur une dilution se retrouve ensuite sur toutes les dilutions qui suivent.

Ces dilutions s’utilisent principalement en sérologie lors de la recherche du titre d’un anticorps par
exemple.

Le facteur de dilution est exprimé par une fraction du type 1/X.

Une dilution au 1/10° veut dire que dans la solution diluée, le produit initial représente 1 partie sur un
total de X parties.

Ainsi :

dans une dilution au 1/10°le produit initial représente 1 partie sur un total de 10 parties.

dans une dilution au 1/25°1e produit initial représente 1 partie sur un total de 25 parties.

dans une dilution au 1/128°1e produit initial représente 1 partie sur un total de 128 parties.

Une dilution au % est aussi appelée dilution au demi.
Une dilution au 1/3 est aussi appelée dilution au tiers
Une dilution au 1/4 est aussi appelée dilution au quart

IA) Dilution directe]

Exemple :

Faire une gamme d’étalonnage de solution de glucose allant de 0,10 en 0,10 g/l entre 0,20 g/l et 1,0 g/l &
partir d’une solution meére (= solution stock) contenant exactement 1,0 g/l de glucose.

Matériels nécessaires :

* Solution mére (par exemple solution étalon, standard...),

* pipettes de précision séches et propres de classe A (= double traits) ou de classe B (1ml
graduée au 1/100° ou encore pipette de précision type SMI, Socorex, Merck,
Prolabo...réglable de 0 a 1000 microlitres.

* Tubes a essais propres et secs.
* Poire pour aspirer.
* Parafilm (type 3M) pour agiter les tubes.

Protocole

Dans les tubes a essai, distribuer les solutions de la fagon suivante :
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Solution a 1g/1 Eau distillée

Solution mére
Solution 4 0,9 g/l ¢ parties 1 partie
Solution a 0,8 g/l 8 2
Solution 4 0,7 g/l 7 3
Solution & 0,61g/1 6 4
Solution 4 0,5 g/l 5 5
Solution a 0,4 g/l 4 6
Solution 4 0,3 1g/1 3 7
Solution 4 0,2 g/ 2 8

Boucher chaque tube avec un carré de Parafilm.
Agiter chaque tube pour mélanger.
Solution mere 1g/1

Solutions finales

,

0,9 g/l

eau distillée
QS pour 10 parties

B) Dilutions successives
Exemple :

Faire une série de dilutions successives d’un sérum ou d’un sang afin de déterminer son titre en anticorps
anti- toxoplasmose.

Matériels nécessaires :

* pipettes seches et propres de classe B (Iml graduée au 1/10° ou encore pipette de précision
type SMI, Socorex, Merck, Prolabo...volume fixe de 200 ou 500 microlitres.
* Tubes a essais propres et secs.
* Poire pour aspirer.
* Parafilm (type 3M).

Protocole

Dans les tubes a essai, distribuer les solutions de la fagon suivante

Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
Diluant 1 1 1 1 1 1 1
Solution initiale 1
Dilution 1/2 1
Dilution 1/4 1
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Dilution 1/8 1

Dilution 1/16 1

Dilution 1/32 1

Dilution 1/64 1

Agiter chaque tube pour mélanger

diluant 1 partie

Attention le sang peut étre contaminé ou provenir d’in malade contagieux

Toujours manipuler avec des gants.
Toujours utiliser la poire pour aspirer les liquides

2) NOTIONS DE STATISTIQUES UTILISEES EN BIOLOGIE MEDICALE

A) Obijectifs recherchés

Les outils statistiques sont des outils généraux utilisables par les biologistes et les techniciens de laboratoires
pour répondre a diverses questions relatives a la qualité et en particulier :
e qualité des réactifs,
* contrdle des performances...
* suivi de stabilité,
e qualité des résultats,
e qualités des manipulateurs.

IIs peuvent également servir @ comparer les méthodes entres elles et par conséquence aider les biologistes a
sélectionner les meilleures méthodes.

Se sont par ailleurs des outils indispensables a la mise en place et au développement d’un contrdle de gualité
interne au laboratoire et au contrdle de qualité externe au laboratoire.

Application au contrdle d’un réactif fabrigué localement

Exemple détermination de la concentration dune solution de chlorures de calcium correspondant a 100 mg/1 de
calcium.
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Procédure

© Réalise dans une série unique 30 fois le dosage de la solution a étudier. Le chiffre 30 (population)
correspond au nombre minimum de dosages qu’il faut avoir pour que les calculs mathématiques donne des
résultats significatifs c'est-a-dire surs.

® Les résultats sont reportés dans un tableau, comme celui —ci, dans la colonne résultats.

© Calculer la somme des résultats des 30 dosages puis, la moyenne des 30 dosages en divisant le total par 30.
Reporter le chiffre trouvé dans la case correspondante du tableau.

O Calculer la différence entre la moyenne de tous les dosages calculée en © et le résultat de chaque dosage.
Reporter le résultat dans la colonne (M-dosage)®.
Ne pas tenir compte des signes — ou + pour la suite des opérations.

© Calculer le carré de chaque différence et reporter le résultat dans la colonne (M-dosage)™

@ Calculer la somme des 30 résultats (M-dosage)” puis, la moyenne de ces 30 valeurs en divisant le total par
30. Reporter le chiffre trouvé dans la case correspondante du tableau ©.

@ Calculer la VARIANCE en appliquant la formule

(somme des différences)’ 21,20
Variance = = =0,7310
(nombre de dosages — 1) 30-1

O Calculer ’ECART TYPE (E.T.) en appliquant la formule suivante :

(somme des différences)’
ET= = Variance = 0,7310 =0,855 = 0,86
(nombre de dosages — 1)

© Calculer le coefficient de variation de la méthode ( CV %) en appliquant la formule suivante :

Ecart type (E.T.) ® 0,86
CV% = x100 = ------—-—- x 100= 0,85 %
Moyenne des dosages © 100,40

@ Interprétation des résultats

Tableau récapitulatif des calculs

N° Résultats @ (M-Dosage) (M-Dosage)’
o e
1 100 0,40 0,16
2 101 0,60 0.36
3 100 0.40 0.16
4 102 1,60 2.56
5 100 0,40 0,16
6 101 0.60 036
7 100 0.40 0.16
8 99 1,40 1.96
9 100 0,40 0,16
10 101 0.60 036
11 100 0.40 0.16
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12 101 0,60 0,36
13 99 1,40 1,96
14 100 0,40 0,16
15 100 0,40 0,16
16 101 0,60 0,36
17 101 0,60 0,36
18 102 1,60 2,56
19 101 0,60 0,36
20 100 0,40 0,16
21 99 1,40 1,96
22 100 0,40 0,16
23 101 0,60 0,36
24 102 1,60 2,56
25 100 0,40 0,16
26 100 0,40 0,16
27 101 0,60 0,36
28 99 1,40 1,96
29 101 0,60 0,36
30 100 0,40 0,16

Total 3012 (6] 21,2

Moyenne | © 100,40 Variance (7] 0,7310
Ecart Type (8] 0,86
Coefficient
Variation (C.V %) O 085

Concentration de la solution étudiée

La concentration de la solution étudiée est de 100,40 mg/litre

Coefficient de variation

Le coefficient de variation apprécie la précision de la méthode. Plus il est petit plus la méthode est précise.

L’appréciation des coefficients de variation est variable selon la précision recherchée. En biologie, elle dépend
de I’analyse, de la concentration de la substance dans le sang...
En général on admet quun CV <a 5 % correspond a une bonne méthode,
qu'un CV <a 3 % correspond a une trés bonne méthode,
quun CV <a 2 % correspond & une excellente méthode.

Dans notre exemple, comme il s’agit d’une solution faite au laboratoire et compte tenu de I’importance du
calcium dans 1’organisme il faut que les CV soit <a 2 %. C’est le cas ici.

Dans ce cas de figure, si le CV avait été plus important il faudrait remettre en cause soit I’appareillage
(instabilité du colorimetre ou dp spectrophotomeétre), le matériel (pipette, cuvette de lecture...) ou un mauvais travail

du technicien manipulateur (mduvais pipetage, m:lya'&(l des résultats, erreur de calculs...) .
tif étu

Calculs des bornes d’gcceptabilité du ré

On démontre qu’a paftir de 30 dosages la rdpartition lgs valeurs de chaque dosage se répartissent
symétriquement autour de la m|

ar la valeur] dg la moyenne + 2 écart-types et la valeur de la
h ci-apres),| of retrouve environ 96 % des 30 valeurs de

On démontre également
moyenne - 2 écart-types (zong
dosages soit 29 dosages sur les

Fréquence
(nombre de dosages)

v
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1 101,26

Concentrations (g/1)
-2ET -1ET Moyenne +1ET +2ET

En biologie ces limites (moyenne + 2 ET et moyenne — 2 ET) sont considérées par tous les biologistes
comme valeurs d’acceptabilité.
Dans notre exemple les valeurs d’acceptabilité sont les suivantes

Concentration = 100,40 mg/l £2x0,86 = 100,40mg/1£1,72
soit toutes les valeurs comprises entre 98,69 mg/l et 102,11 mg/1

Fréquence 100,40
1; A

99,54

989 s

JET -IET Moyenne T1ET 2 ET >

Remarques :

Lorsque les réactifs cottent trés chers ou que 1’on ne dispose que de petites quantités de produit a étudier, il
est possible de ne faire que 20 ou méme que 10 dosages. Attention, les résultats trouvés seront alors moins
précis qu’avec les 30 dosages recommandés.

Mais quelles que soient les raisons dans ce cas de figure,

Ne jamais faire moins de 10 dosages

C) Application au controle des réactif achetés dans le commerces. Notions de répétabilité et de|
reproductibilité

En biologie, le choix d’une méthode de dosage repose sur plusieurs critéres parmi lesquels prennent placent la
répétabilité, la reproductibilité et la linéarité.

La REPETABILITE contréle si la méthode donne, a un instant donné (par exemple aujourd’hui) et sur un
méme échantillon (sérum de contréle ou solution de contréle), le méme résultat.

La REPRODUCTIBILITE contréle si la méthode donne, dans le temps (par exemple chaque jour) et sur
un méme échantillon (sérum de contréle ou solution de contrdle), le méme résultat.
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Il est évident que ceci doit étre vrai pour toutes les concentrations : valeurs inférieures a la normale (bas),
valeurs normales (moyen), valeurs supérieures a la normale (haut).

On imagine qu’il est impossible de contrdler toutes les concentrations (serait trop cher, trop demandeur de
temps technicien), ¢’est pourquoi on se limite a étudier la réponse du réactif dans les zones de concentration faible,
normale et haute (bas, moyen, haut).

Test de répétabilité

L’objectif recherché est de s’assurer, par exemple, que lorsque tout est parfaitement stable par ailleurs
(matériel, pipettes, sérums de contréle, manipulateur....), un coffret réactif acheté dans le commerce donne des
résultats précis et fiable a un instant donné dans toutes les zones de mesure (bas, moyen, haut).

Exemple contréler le coffret réactif de dosage du glucose acheté dans le commerce et utilisé au laboratoire

pour des concentrations en glucose faibles, normales et élevées.
Le fabriquant annonce performances suivantes :
Répétabilité  C V = 2,50 % pour une concentration de 5,55 mmol/Il

Matériels nécessaires

Le coffret réactif étudié.

Tubes a essais.
Colorimétre (ou spectrophotométre).

Solution de contréle (ou sérum de contrdle) a concentration en glucose élevée (par exemple 16,12 mmol/l).
Solution de contréle (ou sérum de contrdle) a concentration en glucose normale (par exemple 5,60 mmol/l).
Solution de contrdle (ou sérum de contrdle) a concentration en glucose basse (par exemple 2,54 mmol/l).

Feuille de recueil des résultats (voir annexe).

Réalisation du test

L’essai est réalisé sur chaque sérum de contrdle (bas, moyen, haut) que I’on dose 10 fois de suite en une série
unique avec le réactif étudié (réactif de dosage du glucose).

Les résultats des 3 séries de 10 dosages (soit 30 résultats) sont reportés dans un tableau de calcul regroupant
les 3 types de solutions de contrdle (bas, moyen, haut).

Effectuer les calculs comme précédemment.

Remarques :

&% & Dans cet exemple on s’est limité a une série de 10 échantillons au lieu des 30 préconisés car il s’agit
ici , non pas d’établir, comme dans 1’exemple précédent, la valeur de la concentration de la solution
préparée au laboratoire, mais simplement de vérifier, par vous-méme, les performances d’un coffret
réactif connu et commercialisé.

Interprétation des résultats

Tableau récapitulatif des calculs

] M- M- . M- M- ] M- M-
N° LG chsage) Do(sage)Z LEE D(gsage) Do(sage)2 LR D(gsage) Do(sage)2
1 2,54 0,04 0,00152 5,60 -0,01 0,00014 16,12 0,025 0,00062
2 2,68 -0,10 0,01020 5,65 -0,06 0,00384 16,15 -0,005 0,00002
3 2,59 -0,01 0,00012 5,51 0,08 0,00608 16,22 -0,075 0,00562
4 2,44 0,14 0,01932 5,54 0,05 0,00230 16,01 0,135 0,01822
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5 2,62 -0,04 0,00168 5,68 -0,09 0,00846 16,00 0,145 0,02102
6 2,69 -0,11 0,01232 5,59 0,00 0,00000 16,23 -0,085 0,00723
7 2,65 -0,07 0,00504 5,51 0,08 0,00608 16,12 0,025 0,00062
8 2,45 0,13 0,01664 5,47 0,12 0,01392 16,21 -0,065 0,00423
9 2,49 0,09 0,00792 5,64 -0,05 0,00270 16,14 0,005 0,00002
10 2,64 -0,06 0,00372 5,69 -0,10 0,01040 16,25 -0,105 0,01103
Total 25,79 0,07849 55,88 0,05396 161,450 0,06865
Moyenn Varianc
e 2,58 e 0,00872 5,59 Variance 0,00600 16,145 Variance 0,00763
E, T 0,093 E.T 0,077 E.T 0,087
CV% 3,62 CV % 1,39 CV % 0,54

Conclusions du test

L’examen des 3 valeurs calculées des CV% (bas, moyen, haut) indiquent que le coffret est excellent pour les
concentrations comprises dans une zone allant de la normale & au moins 16,12 mmol/l. Le réactif est moins bon dans
les valeurs plus faibles autour de 2,50 mmol /1.

Avec déja un CV % a 3,62 pour une concentration de 2,54 mmol/l, le CV risque d’étre encore plus élevé
pour des concentrations plus faibles que 2,54 mmol/l.

Le coffret n’est plus assez performant pour des concentrations inférieures a 2,50 mmol/l.

Les performances annoncées par le fabriquant sont respectées a 5,55 mmol/l.

Mais le réactif ne doit pas étre utilisé pour le dosage du glucose dont la concentration est inférieure a

2 ,50mmol/l.

2,54 5,6 16,12

Test de reproductibilité

L’objectif recherché est de s’assurer, par exemple, que lorsque tout est parfaitement stable par ailleurs
(matériel, pipettes, sérums de contrdle, manipulateur....), un coffret réactif acheté dans le commerce donne, dans le
temps, des résultats précis et fiable dans toutes les zones de mesure (bas, moyen, haut).

Exemple controler le coffret réactif de dosage du glucose acheté dans le commerce et utilisé au laboratoire

pour des concentrations en glucose faibles, normales et élevées.
Le fabriquant annonce performances suivantes :

Reproductibilité 3,60 % a 5,55 mmol/l

Matériels nécessaires

Le coffret réactif étudié
Tubes a essais.

Colorimetre (ou spectrophotomeétre)
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Solution de contréle (ou sérum de contréle) a concentration en glucose élevée (par exemple 16,12 mmol/1).
Solution de contréle (ou sérum de contrdle) a concentration en glucose normale (par exemple 5,60 mmol/l).
Solution de contréle (ou sérum de contrdle) a concentration en glucose basse (par exemple 2,54 mmol/l).

Feuille de recueil des résultats (voir annexe).

Réalisation du test

Le test ressemble a celui réalisé pour la répétabilité mais comme le but recherché est de controler le réactif
dans le temps sur toute sa zone de mesure, on réalise les dosages de chaque solution de contréle (bas, moyen, haut),
non plus en 1 seule fois dans une série unique mais, a raison de 1 dosage par jour pendant au moins 10 jours
(ou 20 jours ce qui est mieux).

Les résultats des 3 séries de 10 dosages (soit 30 résultats) sont reportés dans un tableau de calcul regroupant
les 3 types de solutions de controle (faible, normale et élevée).

Interprétation des résultats

Tableau récapitulatif des calculs

(M- (M- (M- (M- (M- (M-
N° Résultats Dosage) Dosage)2 | Résultats Dosage) Dosage)2 | Résultats Dosage) Dosage)2
1 2,54 0,04 0,00152 5,60 0,00 0,00002 16,12 0,003 0,00001
2 2,68 -0,10 0,01020 5,68 -0,08 0,00706 16,25 -0,127 0,01613
3 2,59 -0,01 0,00012 5,41 0,19 0,03460 16,28 -0,157 0,02465
4 2,40 0,18 0,03204 5,69 -0,09 0,00884 15,89 0,233 0,05429
5 2,62 -0,04 0,00168 5,45 0,15 0,02132 15,82 0,303 0,09181
6 2,69 -0,11 0,01232 5,72 -0,12 0,01538 16,38 -0,257 0,06605
7 2,65 -0,07 0,00504 5,42 0,18 0,03098 15,85 0,273 0,07453
8 2,45 0,13 0,01664 5,47 0,13 0,01588 16,21 -0,087 0,00757
9 2,49 0,09 0,00792 5,76 -0,16 0,02690 16,08 0,043 0,00185
10 2,68 -0,10 0,01020 5,76 -0,16 0,02690 16,35 -0,227 0,05153
Total 25,79 0,09769 55,96 0,18784 161,230 0,38841
Moyenn
e 2,58 Variance 0,01085 5,60 0,02087 16,123 0,04316
E,T 0,104 0,144 0,208
CV% 4,04 2,58 1,29

Conclusions du test

L’examen des 3 valeurs calculées des CV% (bas, moyen, haut) indiquent que le coffret est excellent pour les
concentrations comprises dans une zone allant de la normale & au moins 16,12 mmol/l. Le réactif est moins bon dans
les valeurs plus faibles autour de 2,50 mmol /1.

Avec déja un CV % a 4,04 pour une concentration de 2,58 mmol/l, le CV% risque d’étre encore plus élevé

pour des concentrations plus faibles que 2,58 mmol/l.
Le coffret n’est plus assez performant pour des concentrations inférieures a 2,50 mmol/l.

Les performances annoncées par le fabriquant sont respectées a 5,55 mmol/l.
Mais le réactif ne doit pas étre utilisé pour le dosage du glucose dont la concentration est inférieure a
2 ,50mmol/l.
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2,58 5,6 16,12

Conclusions générales de I’étude reproductibilité et répétabilité

Le coffret présente de trés bonnes performances dans les zones de moyenne et de moyenne et haute
concentrations. Ses performances (reproductibilité et répétabilité) sont inférieures a celles annoncées par le
fabriquant dans la zone des faibles concentrations (2,50 mmol/l).

Comme 2,50 mmol/l est une zone ou les dosages de patients sont peu fréquents, on peut considérer que ce
coffret est acceptable et peut étre utilisé au laboratoire.

<= || est évident que si le laboratoire dose souvent des glycémies vers 0,50 g/l (= 2,50mmol/l) ou des
glycémies encore plus faibles, ce réactif ne doit absolument pas étre utilisé au laboratoire

3) NOTION DE LINEARITE. DOMAINE DE MESURE

La LINEARITE contréle la zone des concentrations a I’intérieure de la quelle le réactif donne un résultat
directement proportionnelle a la concentration du produit dosé.

L’objectif recherché est de s’assurer, par exemple, que lorsque tout est parfaitement stable par ailleurs
(matériel, pipettes, sérums de contrdle, manipulateur....), un coffret réactif acheté dans le commerce donne, dans
toutes les zones de mesure (bas, moyen, haut) un résultat directement proportionnelle a la concentration du produit
dosé.

Exemple contréler la linéarité et déterminer le domaine de mesure d’un coffret réactif de dosage du glucose
acheté dans le commerce et utilisé au laboratoire pour des concentrations en glucose faibles, normales et élevées.

Le fabriquant annonce les performances suivantes :
Linéarité : linéaire jusqu’a 60 mmol/I

Matériels nécessaires

* Coffret réactif étudié

* Solution de controle concentrée par exemple a 100 mmol/I.
Il faut toujours pour réaliser ce test disposer d'une solution de controle de glucose de
concentration tres supérieure (1,5 a 2 fois) a celle annoncée par le fabriquant. Ceci est nécessaire
au repérage précis des concentrations seuils des zones de linéarité et de non linéarité de la courbe.

* Pipettes de précision séches et propres de classe A (= double traits) ou de classe B (1ml graduée au 1/100°
ou encore * Pipette de précision type SMI, Socorex, Merck, Prolabo...réglable de 0 a 1000 microlitres.

* Tubes a essais propres et secs.

* Poire pour aspirer.

* Parafilm (type 3M) pour agiter les tubes.
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* Colorimétre (ou spectrophotométre)
* Feuille de papier millimétré.

Réalisation du test de linéarité

L’essai est réalisé sur une série de dilution de la solution de contréle de glucose de concentration 100 mmol/l.
Pour que I’essai soit interprétable, il faut que les dilutions couvrent toutes la zone de mesure depuis 100
mmol/l jusqu’a 0 mmol/l.

Par exemple, dans le cas du glucose les dilutions seront réalisées pour obtenir des solutions allant
de 5 en 5 mmol/1 de
0 mmol/I a 100 mmol/1.

Préparation des dilutions

Pour faciliter les pipetages, préparer 10 ml de chaque dilution.

Dans les tubes a essai, distribuer les solutions de la fagon suivante :

Solutions filles Solution & 100 mmol/l Eau distillée
Solution a 95 mmol/l 8 millilitre(s) 9,5 millilitres
Solution a 90 mmol/l 9
Solution a 85 mmol/l 8,5
Solution a 80 mmol/l 8
Solution a 75 mmol/l 7,5
Solution a 70 mmol/l 7
Solution a 65 mmol/l 6,5
Solution a 60 mmol/l 6
Solution a 55 mmol/l 5,5
Solution a 50 mmol/l 5
Solution a 45 mmol/l 4.5
Solution a 40 mmol/l 4
Solution a 35 mmol/l 3,5
Solution a 30 mmol/l 3
Solution a 25 mmol/l 2,5
Solution a 20 mmol/l 2
Solution a 15 mmol/I 1,5
Solution a 10 mmol/l 1

Solution a 5 mmol/l 0,5

Boucher chaque tube avec un carré de Parafilm.
Agiter chaque tube pour mélanger.
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Solution mére Glucose 100 mmol/l

Solutions finales

v

0,5 mmol/l
1,0 mmol/l
1,5 mmol/l

18,5 mmol4A———p
19 mmol/l
19,5 mmol/

20 mmol/1

cau distillée
QS pour 10 ml de solution

Effectuer le dosage de chaque solution de glucose
Reporter les résultats obtenus sur une feuille de papier millimétré comme indiqué dans le schéma suivant :

Interprétation des résultats

Tableau récapitulatif des résultats

Tubes Solutions Concentrations Concentrations
attendues mmol/l mesurées mmol/l
1 Solution a 100 mmol/l 100 80,19
2 Solution a 95 mmol/l 95 79,31
3 Solution a 90 mmol/l 90 78,63
4 Solution a 85 mmol/l 85 77,82
5 Solution a 80 mmol/l 80 75,01
6 Solution a 75 mmol/l 75 72,16
7 Solution a 70 mmol/l 70 68,46
8 Solution a 65 mmol/l 65 64,30
9 Solution a 60 mmol/l 60 59,80
10 Solution a 55 mmol/l 55 54,89
11 Solution a 50 mmol/l 50 49,94
12 Solution a 45 mmol/l 45 44,96
13 Solution a 40 mmol/l 40 40,01
14 Solution a 35 mmol/l 35 34,95
15 Solution a 30 mmol/l 30 29,94
16 Solution a 25 mmol/l 25 24,95
17 Solution a 20 mmol/l 20 19,98
18 Solution a 15 mmol/l 15 14,95
19 Solution a 10 mmol/l 10 10,10
20 Solution a 5 mmol/l 5 5,04

On connait évidemment la concentration de chaque solution filles puisqu’elles ont été préparées a partir de la
solution de glucose 100 mmol/l. Au cours du dosage on devrait donc retrouver ces valeurs, ¢’est pourquoi on dit que
ce sont des valeurs attendues.
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Pour chaque solution on a ainsi une valeur attendue et une valeur expérimentale donnée par le dosage de la
solution. Par opposition a la précédente, cette valeur est souvent appelée valeur mesurée.

Tracer le graphique sur papier millimétré.

Tracer ensuite la DROITE passant par le premier point (5 mmol/l) et par le maximum de points correspondants
aux solutions plus concentrées.

Dans le cadre de I’exemple, la droite passe par tous les points jusqu’a 65 mmol/l (voir le tableau chiffré qui
confirme).

80
70 %
60
50

o [—e—Glucose]
40
20 e \
20 A \
10 /

Ensuite, la courbe expérimentale s’écarte de la droite.

Le test montre (graphiquement) que le coffret réactif est linéaire jusqu’a 65 mmol/l c'est-a-dire que de 0 mmol/l
a 65 mmol/l, la réponse du coffret (coloration, densité optique...) est directement proportionnelle a la concentration
en glucose.

Au-dela la réponse n’est plus linéaire et tout échantillon sanguin conduisant & une valeur supérieure a ce
seuil (65 mmol/l) devient imprécis.

Dans ces conditions, il ne faut pas rendre le résultat. L’analyse doit étre refaite sur I’échantillon de
patient dilué au 1/3 ou au Y.
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ANNEXES

Modele de feuille de calculs

Détermination de la concentration d’une solution et limites d’acceptabilité

Résultats
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Modéle de feuille de calculs

Etude de la répétabilité d’un réactif

(niveaux_bas, moyen, haut)

P
o

Résultats

(M-Dosage)

(M-Dosage)?

Résultats

(M-Dosage)

(M-Dosage)?

Résultats
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CV%

CV%
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M+1ET

M+2ET
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Modéle de feuille de calculs

Etude de la reproductibilité d’un réactif

(niveaux_bas, moyen, haut)

Ne Résultats (M-Dosage) | (M-Dosage)®> | Résultats (M-Dosage) | (M-Dosage)®> | Résultats (M-Dosage) | (M-Dosage)?
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Total
Moyenne Variance Variance Variance
E,T E,T ET
CV% CV% CV%

M-2ET

M-1ET

M+1ET

M+2ET
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Résumé de I’enseignement donné aux personnels des établissements de santé

mardi 13, mercredi 14 juillet 2004
Institut Nationale des Laboratoires Médicaux
KABOUL

NOTIONS DE CONTROLE DE QUALITE INTERNE
RAPPELS DE BASE EN METROLOGIE

Pr. Jean-Pierre Yvert

1) NOTIONS DE CONTROLE QUALITE APPLIQUE AU LABORATOIRE D’ANALYSES MEDICALES

Pour prétendre étre performant notamment en biologie médicale les laboratoires doivent mettre en place
un systéme qualité.

Le systeme qualité d’un laboratoire peut étre définit comme ’ensemble des pratiques mises en ceuvre
pour assurer la qualité des analyses.

Le contrdle de qualité appliqué aux laboratoires d’analyses médicales évalue et controle principalement
les procédures et les pratiques relatives aux :

Matériels,

Techniques de dosages,

Personnels.

Selon que les controles sont effectués dans le laboratoire lui-méme ou par un organisme externe (officiel
ou non), le contrdle de qualité sera appelé contrdle de qualité interne (CQI) ou controle de qualité externe (CQE).
A) Contrdle de qualité interne

C’est le controle réalisé par le laboratoire lui-méme. Il concerne_tout le personnel. Tout le personnel doit y
participer. Il est indispensable a la mise en place de 1’étape suivante, c'est-a-dire le contrdle de qualité externe.

Nous ne développerons pas le controle des personnels car il s’agit essentiellement de formation continue
assurée par le responsable du laboratoire.

Nous traiterons en revanche, a travers quelques exemples concrets de 1’importance du CQI appliqué aux

matériels et aux techniques car il conditionne la confiance que les médecins et les malades ont vis-a-vis du
laboratoire.

Controle de qualité interne appliqué aux techniques de dosage

Cette démarche est la suite logique de ce que nous avons vu précédemment.

En effet, nous savons :
e  controler un réactif préparé localement,
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e déterminer sa concentration et calculer ses bornes d’acceptabilité,
e suivre sa stabilité dans le temps.
Nous savons aussi contrdler et surveiller les principales performances annoncées d’un coffret réactif
acheté dans le commerce (répétabilité, reproductibilité, linéarité).

Il nous faut maintenant surveiller si, dans les conditions habituelles d’utilisation au laboratoire, une
technique donnée fournit des résultats biologiques dont on peut avoir confiance dans le temps.

Pour cela il faut un repére fiable auquel on se réfere.

En biologie, pour un parameétre donné, ce repére est essentiellement une solution ou un sérum de contrdle
de la substance. Il s’agit d’une solution dont on connait la concentration exacte et les limites d’acceptabilité et que
I’on analyse tous les jours, dans chaque série de patients, dans les conditions habituelles de travail (comme un
prélévement de patient).

On regarde ensuite si le résultat donné par ce contrdle est bien dans la zone d’acceptabilité définie par la
fabriquant.

Dans la pratique, afin de contréler la technique sur ’ensemble de son domaine de mesure, plusieurs
contréles sont utilisés. On utilise ainsi des contrdles de faible, moyenne et haute concentrations (sérums de
contréle haut, moyen, bas).

Remargues

11 est fortement conseillé de disposer de sérums de contréle achetés dans le commerce. Ces produits sont
en effet :
e  garantis par le fabriquant notamment la concentration cible et les limites d’acceptabilité,
e stabilisés ce qui leurs donne une bien meilleure conservation. (contiennent des conservateurs et
des antiprotéases type inhiprol, azide de sodium 0,1%...).

Exemple : Contréle de qualité interne du glucose

Matériels

- On dispose de 3 sérums de contrdles achetés dans le commerce dont les caractéristiques données par le
fabriquant sont les suivantes :

Glucose Bas Moyen Haut
Concentrations g/l 0,65 1,03 2,59
Limites acceptables (0,59-0,71) (0,95-1,11) (2,44-2,74)

(+/-2E.T)

- Coffret réactif habituel utilisé pour le dosage du glucose
Procédure
11 suffit d’adjoindre chaque jour dans la série des analyse de patients, les sérums de contréle Bas, Moyen, Haut.

Chaque série aura donc la constitution suivante :

Blanc Standard patients Bas
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Faire les analyses de la série.

Le Blanc sert a régler le zéro optique du colorimétre ou du spectrophotométre.
Le standard sert a calculer la concentration en glucose contenu dans chaque sang
Les controles (Bas, Moyen et Haut) servent a vérifier la stabilité de I’ensemble a 1’aide de diagramme

Les résultats des contrdles placés dans chaque série sont reportés sur un diagramme de contréle de qualité
comme suit (papier millimétré) :
e Bleu =contréle Moyen
e Noir = controle Bas
e Violet = contrdle haut

+2ET 0,71 -1,11-2,74
g/l
N iwr. VN N
Concentration / 0, ,03-2.59 g/l
L | [ | L | |
=5 W I N I N N N N ] 0,59 - 0,95 - 2,44
g/l

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 jours

Indiauer chaaue iour les noms des techniciens avant

Ali
Lariri
Homaira
Ali

Ali
Karim
Karim

Interprétation

Tous les contrdles (bas, moyen et haut) passées jusqu au jour 11 ont des valeurs situées dans les bornes
d’acceptabilité donnés par le fabriquant.

Le jour 11, la valeurs du contrdle moyen est sorti de la zone d’acceptabilité, tandis que les contrdles bas et
¢élevé restaient dans la zone. Cette anomalie confirme la tendance des jours précédents ou 1’on constate que la valeur
de ce contrdle s’¢léve réguliérement.

Conclusion

Une anomalie est intervenue sur le contrdle moyen (contamination....).

Les dosages des patients ne peuvent pas étre rendus aux médecins sans avoir auparavant controlé la
technique avec un nouveau flacon de contrdle moyen.

Les résultats de patients ne seront rendus que si le nouveau contrdle est trouvé dans la zone d’acceptabilité.
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Si la dérive persiste la technique sera étudiée point par point afin de retrouver [’origine du
dysfonctionnement observé. Dans ce cas les glycémies effectues avec cette technique ne seront pas rendues.

<< Le CQI permet donc de mettre en évidence des anomalies survenant sur le ou les parameétres étudiés.

C’est pourquoi il doit étre impérativement pratiqué sur toutes les analyses pratiguées du laboratoire.

Ce n’est qu’a ce prix que le laboratoire sera reconnu fiable et performant.

Remargues

Afin de pouvoir justifier la mise en place des mesures de qualité, I’ensembles documents CQI doivent étre
contresigné par le chef d e service et archivé au moins 5 ans.

Un modg¢le de feuille est proposé en annexe

B) Controle de gualité externe

Contrairement au précédent, le contréle de qualité externe est un contréle organisé par un organisme
(officiel ou non) externe au laboratoire.
Le contréle a pour but d’harmoniser les techniques et les résultats afin qu’un méme sang donne, dans tous
les laboratoires qui utilisent la méme technique, le méme résultat.

Il consiste a envoyer a tous les laboratoires un échantillon identique dont les concentrations de différents
parameétres sont parfaitement connues de 1’organisme organisateur du contréle mais inconnues pour les
laboratoires et pour lequel il est demandé¢ au laboratoire de pratiquer certaines analyses.

Apres analyse, tous les résultats ainsi que les techniques exactes utilisées sont adressés a 1’organisme qui
gere ce contrdle pour y étre traités.

Apres traitement statistique des résultats, le laboratoire regoit un document qui le renseigne sur la qualité de
son travail et lui demande de faire les corrections nécessaires en cas de discordances.

2) SURVEILLANCE DES APPAREILLAGES

Il n’est pas possible d’obtenir de bons résultats analytiques sans vérifier réguliérement ses appareils.
Chaque appareil doit étre obligatoirement vérifi¢ au titre de sa fonctionnalité et au titre de ses performances.

La fonctionnalité, porte essentiellement sur tous les éléments mécaniques de I’ensemble (ex : lampe, boutons
¢lectriques, sélecteur de longueur d’onde, glissicres, alarmes...)

e Les performances compare les performances attendues (celles annoncées par le constructeur) a celles
réellement observées (ex : le thermostat d’une étuve ou d’un bain-marie indique 37°C, mais, 1’eau du
bain-marie est —elle bien a 37°C ?; une pipette automatique annoncée pour 200 microlitres délivre-t-
elle réellement 200 microlitres ?...).

oo Le fait g’un appareil fonctionne bien ne garantit pas ses performances donc sa qualité.

Dans la pratique, dans les pays européens,

- la fonctionnalité est surveillée par les utilisateurs qui assure 1’entretien journalier des appareils et par les
fabriquant par le biais de contrats de maintenance (préventive et curative).

- Les performances sont vérifiées par des organismes agréés externes qui délivrent des certificats.

Selon leur nature les appareils doivent faire 1’objet d’une surveillance attentive dont la fréquence est
fonction de I’incidence qu’un disfonctionnement peut avoir sur la qualité des analyses.

Pour un laboratoire de biologie médicale, on peut ainsi schématiquement proposer le tableau de surveillance
suivant :
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Automates d’analyses

Appareils Fonctionnalité Performances Contrat de maintenance
Réfrigérateur journaliere
Bain-marie journaliére
Etuve journaliére
C’est une surveillance
- que tous les utilisateurs - -
Pipettes doivent faire tous les En fonction des besoins
jours.
Centrifugeur Ils doivent signaler tout Annuelle X
Colorimétre, Spectrophotométre 1n<%1den§ ou panne de Annuelle X
Balance or}ctlonll,ement. Annuelle X
Ils doivent réparer eux
méme ou a défaut faire : .
Agitateur électrique rapidement réparer tout Au moins une fois
disfonctionnement /2ans
Hotte aspirante connu. Au moins une fois X
/2ans
Annuelle X (hautement conseillé)

Exemples pratigues

1) Mise en place d’un programme de surveillance des appareils du laboratoire

La surveillance des appareils implique des actions multiples qu’il faut bien programmer dans le temps
notamment lorsqu’elles font intervenir des sociétés externes. Il est aussi impératif de pouvoir justifier le bon entretien

de ses appareils.

Pour mener a bien ces deux exigences le mieux est de programmer les différentes interventions afin de
mieux suivre leur exécution et d’en oublier aucune.

Pour satisfaire ces exigences, le mieux est de réaliser chaque année un programme écrit comme par exemple
celui proposer ci-aprés et dont la matrice est donnée en annexe.
Le document permet de pointer ce qui a été fait, quand et n’a pas été fait ou oublié.

I1 peut étre archivé et permet ainsi de justifier les actions entreprises.

Institut nationale des

laboratoires médicaux

Fiche de programmation

de maintenance des appareils

Version n° 1

Appliquée le:
Année 2003
KABOUL 01 Janvier 2003
Appareils Localisation Date . D ate QG Observation
programmée | réalisation
Centrifugeuse biochimie 10 février 24 mars OK
Centrifugeuse hémato 10 février 24 mars OK
Centrifugeuse bactério 10 février 24 mars Appareil désuet. A changer
Balance de précision biochimie mars 10 juin Appareil désuet. A changer
Automate d’immunoanalyse biochimie Avril 17 mai OK
Spectrophotomeétre biochimie Juin /4
/
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Hotte bactério octobre 20 octobre Charbons moteurs changés

Attention appareil non controlé au

cours de I'année. A réaliser en priorité

Vu le directeur du département Signature responsable du département
Le : 15 janvier 2004

Document archivé : Lieu : Laboratoire de biochimie
*le : 25 juillet 2004 Responsable : Chef de département

A la fin de I’année on constate que I’automate d’immunoanalyse n’a pas été contrdlé. Il sera mis en priorité I’année
suivante et sa réalisation en début d’année particuliérement surveillée.

2) Surveillance de la température des réfrigérateurs et bains-marie.

La surveillance des températures des réfrigérateurs est impérative car les réactifs, les sérums de contrdles,
les standards, les échantillons....doivent étre conservés entre + 4 et +6 °C pour ne pas se dégrader et ne pas entrainer
d’erreur de dosages. Certains réactifs fragiles doivent étre conservées au congélateur (Ex: plaques pour
KodakEktachem DT 60....).

De méme les bains-marie doivent étre a bonne température car la température intervient dans le
développement des différentes réactions chimiques utilisées pour les dosages ( ex : en enzymologie une erreur de un
degré sur la température du bain-marie entraine une erreur de 10 % sur le résultat de I’analyse).

Compte tenu des conditions locales (température, réseau électrique...) les températures seront notées 2
fois/jour.

<< || faut donc que tous les frigos et les bains-marie disposent en permanence d’un thermometre placé a
’intérieur du frigo ou dans le bain-marie.

Exemple de surveillance des températures des réfrigérateurs :

Institut nationale des Fiche de surveillance des températures Version n° 1
laboratoires médicaux des réfrigérateurs Appliquée le:
KABOUL Année 2004 01 septembre 2004
Frigo n°l Mois : Juin Labo de biochimie
J | Température | Température | Nom du contrdleur |  Signature | Observation
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matin soir

1 5,2 5,8 Karim

2 152 5,8 Karim

3 5,5 5,2 Karim

4 15,0 5,8 Karim

5 |52 5,8 Karim

6 |52 7,5 Karim

7 |58 5,2 Karim

8 | 6,1 5,2 Trina

9 |59 7,5 Trina Fortes chaleurs

10 | 5,8 7,6 Trina Nombreuses coupure électricité

11|52 6,1 Trina

12 | 5,8 6,1 Trina

13 |54 6,8 Trina

14 | 6,1 7,2 Trina Nombreuses coupure électricité

15 ] 6,1 7,0 Ali Nombreuses coupure électricité

16 | 6,0 7,5 Ali Nombreuses coupure électricité

17 | 6,1 5,8 Ali

18 | 5,8 5,8 Ali

19 | 5,8 6,5 Ali

20 | 5,8 6,1 Ali

21 15,8 12,1 Ali Frigo en panne réactifs transférés
frigo 2

22 |/ / / Frigo en panne réactifs transférés
frigo 2

23 |/ / / Frigo en panne réactifs transférés
frigo 2

24 15,0 5,8 Karim Remise en service du frigo

25 15,0 6,8 Karim

26 | 5,0 5,8 Karim

27158 6,7 Karim Nombreuses coupure électricité

28 15,3 6,7 Karim

29 15,3 6,1 Karim

30 | 5,0 5,8 Karim

31

Vu le directeur du département Signature responsable du département

Le : 05 juillet 2004

Document archivé : Lieu : Laboratoire de biochimie

*le : 05 juillet 2004 Responsable : Chef de département

Des modéles de feuilles sont proposés en annexe

Remargues

Afin de pouvoir justifier la mise en place des mesures de qualité, I’ensembles de ces documents CQI doivent
étre contresigné par le chef d e service et archivé au moins 5 ans.

3) NOTIONS DE METROLOGIE APPLIQUE AU LABORATOIRE D’ANALYSES MEDICALES
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controles.
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On peut cependant surveiller ses balances a 1’aide de « poids étalons » que 1’on peut acheter dans le
commerce.

Ces poids sont trés fragiles et demande lors de I’utilisation beaucoup de soins. Ils ne doivent par exemple
toujours étre conservés dans leur coffret spécial et ne doivent jamais (méme lors des contrdles) étre pris a la main
mais toujours avec des pinces pour ne pas les oxyder.

Avec ses poids le contrdle consiste a vérifier la concordance du poids théorique avec celui indiqué par la
balance.

2) Contrdle des pipettes de précision.

Schématiquement, on distingue deux classes principales de pipettes de précisions :Classe A : Ce sont des
pipettes a double traits d’une trés grande précision (environ 0,007% pour 1 ml) qui ne délivrent qu’un volume
donné. Il existe pratiquement une pipette pour chaque volume.

. Classe B : Ce sont des pipettes trés précises (environ 0,01% pour 1 ml). Elles sont graduées
selon le cas au 1/100° au 1/20°% au 1/10°, au 1/5°. Elles sont dites a écoulement total.
Quand on les utilise, il faut toujours laisser le liquide s’écouler seul en appliquant le
bout de la pipette sur le bord du récipient (angle environ 20 a 40°). Il reste toujours un
peu de liquide au bout de la pipette dont il a été tenu compte lors de 1’étalonnage de la

pipette c’est pourquoi avec ces pipettes il ne faut jamais souffler dans la pipette pour
évacuer le liquide.

Exemple

4

Les pipettes doivent étre nettoyées avec soins (mélange sulfochromique), rincées a 1’eau distillée et séchées a
température ambiante jamais a I’étuve car le verre se dilate a chaud et ne revient jamais a son état initial.

11 existe plusieurs procédures pour contrdler le volume délivré par une pipette de précision. La plus pratique
et la plus économique fait appel a la pesée.

Principe

Par principe 1 litre d’eau a 4°C pese exactement 1 Kg. Un millilitre pése lgramme et un microlitre 1
milligramme.

Il suffit donc de peser sur une balance de précision le volume délivré par une pipette pour connaitre son
volume.

Réalisation du controle

Pour des raisons pratiques ’essai se réalise avec de 1’eau a température ambiante.
Le contrdle se pratique comme pour un réactif dont on ne connait pas exactement la concentration.

On pratique une série d’au moins 10 pesées sur lesquelles sera effectué un calcul statistique (moyenne,
variance, écart type et CV%).

Le résultat est comparé aux performances annoncées par le fabriquant. (Elles sont généralement gravées sur
la pipette).

Sur une balance on place un bécher contenant un tube a essai d’un volume suffisant (au moins 12 fois le
volume a controler).

Le zéro de la balance étant fait (ou le poids de I’ensemble noté) on ajoute le volume délivré par la pipette a
contrdler (par exemple 1 ml) on note soigneusement le poids. On répéte cela au moins 10 fois.

Mission Biologie Clinique Collombel-Yvert Juillet 2004 page 52 sur 64



Calculs (pipette classe B de 1 ml)

Poids de

Ne° Pesées . différence (dif)2
chaque ajout
1 1,0014 1,0014 -0,00049 0,000000240
2 2,0015 1,0001 0,00081 0,000000656
3 3,0024 1,0009 0,00001 0,000000000
4 4,0031 1,0007 0,00021 0,000000044
5 5,0042 1,0011 -0,00019 0,000000036
6 6,0054 1,0012 -0,00029 0,000000084
7 7,0063 1,0009 0,00001 0,000000000
8 8,0070 1,0007 0,00021 0,000000044
9 9,0080 1,0010 -0,00009 0,000000008
10 10,0091 1,0011 -0,00019 0,000000036
Total 10,0091 0,000001149
Moyenne 1,00091
Variance 0,000000128
E,T 0,000357305
CV% 0,03569799

M-2ET 1,0001954
M-1ET 1,0005527
M+1ET 1,0012673
M-+2ET 1,0016246

La pipette testée donne en moyenne 1,00091 gramme par ajout soit 1000 microlitres+0,91 microlitre

Interprétation
Le fabriquant annonce 1 ml a +/- 0,05 % soit 1 ml +/- 0,0001ml soit 1000ulitres +/-0,50 plitre.

La pipette étudiée n’est pas dans les normes annoncées par le fabriquant.
Elle a peu étre par exemple été séchée a température élevée (étuve 100°C ou plus).

4) GENERAUX PRATIQUES APPLICABLES AU LABORATOIRE D’ANALYSES MEDICALES

1) Domaine de la Gestion-Organisation

La qualité implique quelques régles incontournables.

e La plus importante d’entre elles est 1’obligation de manipuler dans des conditions qui conduisent a
I’obtention de résultats fiables et reproductibles. Pour cela il faut impérativement et exclusivement
B

Ecrire ce que I'on fait et faire ce que 1'on a écrit

Dans cet esprit, le bouche a oreille, le colportage, le compagnonnage sont interdits car il déforment au fil du
temps 1’information initiale et conduisent a des erreurs qui peuvent étre néfastes pour les malades

e Afin de suivre a la trace les différents événements inhérents a une paillasse et pouvoir les retrouver en cas
de besoins (par exemple pour comprendre pourquoi une analyse dérive subitement, pour pouvoir comparer
les résultas dans le temps...), il faut disposer d’un cahier de paillasse sur lequel sera inscrit dans 1’ordre
chronologique les résultats des analyses, des standards, des contrdles, les numéros de lots des réactifs ainsi
que les résultats des fabrications et des contréles des réactifs faits sur place.
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Cette pratique est importante car elle permet aussi de pouvoir présenter aux fabricants des preuves de
disfonctionnements et de justifier son point de vue.

Cahier de paillasse

e Pour retrouver et exploiter facilement les informations il faut les stocker méthodiquement (par années par
exemple une année par classeur).

Stocker les informations

La durée de stockage conseillée est de 5 ans.

2) Domaine technigue

Lors de la conception ou de la réfection des laboratoires ne pas oublier quelques conseils pratiques :

e Penser a arrondir ou a faire arrondir les angles de murs et de planchers de méme que les angles de murs et
de paillasses. Cela permet un meilleur nettoyage des surfaces et favorise la décontamination

v

mur

plancher ou paillasse

e Prévoir des paillasses avec des surfaces de travail présentant le moins de raccords et de joints possibles car
ce sont des niches & microbes et a contaminations.
Choisir des grandes surfaces faciles a nettoyer et & décontaminer donc éviter les petits carreaux.

v
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 o 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
29 30 31

Observations : (incidents susceptibles d’affecter les dosages ou les réactifs, numéros de lots des réactifs).
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Institut nationale des Version n° 1
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Mission Santé en Afghanistan
03-17 juillet 2004

Enseignement donné aux personnels des établissements de santé Afghans

Controle de connaissances

Exercice n°1

Préparation de 500 ml d’une solution ETALON (standard) de Chlorures de sodium (NaCl) a 100 mEg/ I.
Vous disposer d’un flacon de NaCl pur sous forme de cristaux dans un flacon.

Expliquer comment vous préparez cette solution et comment vous contrdlez sa concentration ?

Na =23 ; Cl=35,5NaCl=58,5

Exercice n°2
Un fabriquant de réactif vous prose un nouveau coffret réactif de dosage du calcium dans le sang dont les
performances vous semblent intéressantes :

La notice du coffret indique :

Critéres N Concentration CV %
80 mg/1 3,2
Reproductibilité 10 102 mg/1 2,7
120 ml/1 2,5
80 mg/1 3,0
Répétabilité 10 102 mg/1 2,5
120 mg/1 2,1
Linéarité Linéaire jusqu’a 250 mg/l

Avant de 1’acheter vous décidez de contrdler la répétabilité et la linéarité de ce coffret.

1) Comment faites vous ?

(Expliquer simplement ce que vous faites sans résultats chiffrés et sans calculs).

2) Les résultats de vos dosages sont rassemblés dans le tableau n° 1 (répétabilité) et dans le tableau n°2
(linéarité)
- Faites les calculs de répétabilité,
- Faites la courbe de linéarité,

- Donnez vos conclusions par rapport aux performances annoncées par le fabriquant.
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Donnes chiffrées

A) Répétabilité Tableau n® 1
Jour Résultats
1 4-07 102
2 5-07 102
3 5-07 101
4 7-07 100
4 8-07 103
6 11-07 104
7 12-07 104
8 13-07 103
9 14-07 102
10 15-07 103
B) Linéarilité Tableau n° 2
Concentrations Résultats
1 20 20,10
2 40 40,20
3 60 60,40
4 80 80,20
4 100 100,30
6 120 119,60
7 140 139,10
8 160 158,90
9 180 177, 00
10 200 195,50
11 220 213,80
12 240 227,30
13 260 239,50
14 280 249,10
15 300 257,20
16 350 264,20
17 400 270,10
18 450 275,10
19 500 279,90
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REPONSES

Exercice n°1

1 molécule gramme de Na Cl pése 58,5grammes.

NaCl donne un ion Na+ et un ion CI .

Na+ et Cl sont des ions avec une charge + ou -

PM
Leurs Equivalents sont donc: Eq=
valence

Na=23/1 Cl=35,51 NaCl=58,5/1

1 Eq = 1000 mEq = 58,5 grammes/I

100 mEq =58,5/10 = 5,85 g/l donc par litre
Pour 500 ml, il faut peser 5,85/2 = 2,925 g de NaCl.
Préparation :

Dans une fiole jaugée de 50 ml introduire 2,925g de NaCl puis dissoudre dans un peu d’eau distillée et enfin

compléter a 500 ml exactement avec de I’eau distillée.

Exercice n°2 (Répétabilité)

(Différence)
Ne° Résultats Différence 2
1 102 0,40 0,160
2 102 0,40 0,160
3 101 1,40 1,960
4 100 2,40 5,760
5 103 -0,60 0,360
6 104 -1,60 2,560
7 104 -1,60 2,560
8 103 -0,60 0,360
9 102 0,40 0,160
10 103 -0,60 0,360
Total 1024 14,40
Moyenn
e 102,40
Variance 1,60000
E,T 1,265
CV% 1,24
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Exercice n° 2 (Linéarité)

Dans ce cas de figure il est souhaitable de partir par exemple d’une solution étalon de calcium titrant au

moins 500 mg/1 de calcium.

Le test pourrait se faire de la maniére suivante :

Faire une série de tubes dont la concentrations croit dans un premier temps de 20 mg en 20 mg/l de 0 a 300

mg/I puis dans un second temps de 50 en 50 mg/ de 350 a 500 mg/.1

Solutions Concentrations Concentrations
Tubes R X
a attendues mmol/l mesurées mmol/l

1 20 mg/l 20 20,10

2 40 mg/11 40 40,20

3 60 mg/1/1 60 60,40

4 80 mg/1 /1 80 80,20

5 100 mg/1 100 100,30
6 120 mg/1 120 119,60
7 140 mg/1 140 139,10
8 160 mg/1 160 158,90
9 180 mg/1 180 177, 00
10 200 mg/1 200 195,50
11 220 mg/1 220 213,80
12 240 mg/1 240 227,30
13 260 mg/1 260 239,50
14 280 mg/1 280 249,10
15 300 mg/l 300 257,20
16 350 mg/l 350 264,20
17 400 mg/1 400 270,10
18 450 mg/1 450 275,10
19 500 mg/l 500 279,90

Tracer le graphique sur papier millimétré.

Dans le cadre de I’exemple, la droite passe par tous les points jusqu’a 160 mg/l.

Conclusion :

La technique n’est pas linéaire jusqu’a 250 mg/ mais seulement jusqu’a 160-180 mg/1.

300

250

200

150

100

50
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Feuille de calcul répétabilité

N° Résultats (M-Dosage) (M-Dosage)2
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Total
Moyenne
M) Variance
E,T
CV%
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Graphique de linéarité
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