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INTRODUCTION 

 

La syphilis est une maladie sexuellement transmissible due à Treponema 

pallidum. C’est une bactérie spiralée appartenant à la famille des spirochètes. Connue 

depuis des siècles, l’agent de la syphilis n’a pourtant été identifié qu’en 1905 par 

Schaudinn et Hoffmann à Berlin
17

. Cette infection se caractérise par l’apparition d’un 

chancre puis par des manifestations systémiques et nerveuses en l’absence de 

traitement. Elle évolue en plusieurs phases sur plusieurs années voir des dizaines 

d’années. Le traitement est simple, à base de pénicilline. En effet, le tréponème reste 

une des rares bactéries à n’avoir développé aucune résistance à cet antibiotique. Il se 

traite donc facilement sans séquelle s’il est pris en charge rapidement. Depuis le début 

des années 2000, on assiste à un retour en force de la syphilis alors que sa prévalence 

n’a cessé de diminuer depuis les années 50. Ainsi, le laboratoire de bactériologie de 

l’hôpital de la Croix rousse reçoit une centaine de sérums par jour à analyser ce qui fait 

de la syphilis, sa principale sérologie. 

Depuis la promulgation de la loi Hôpital Patient Santé Territoire, en 2009, les 

laboratoires de biologie médicale (LBM) doivent se faire accréditer d’ici 2016
3
. 

L’accréditation permet une reconnaissance de compétence
10

 et surtout elle permet au 

laboratoire d’être accrédité selon l’ISO 15189
5
, seule norme à être obligatoire. Les LBM 

doivent donc mettre en place un système qualité en leur sein. La validation de méthode 

est une étape dans le processus d’accréditation. En effet, elle permet au laboratoire de 

prouver que les méthodes qu’il utilise sont fiables et répétables et concourent à garantir 

un diagnostic sûr pour le clinicien aux bénéfices du patient. 

Ainsi, nous verrons, dans un premier temps, un rappel sur la qualité et les outils 

méthodologiques et le dossier de validation ; puis, une description de la syphilis 

(caractéristiques, méthodes de diagnostic, traitement). Dans un deuxième temps, nous 

traiterons le dossier de validation en lui-même en détaillant le choix des tests et leurs 

résultats. 
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I. Rappels bibliographiques : 

 

A. Qualité : 

 

1. Le concept de la qualité, système de management de la 

qualité : 

 

a) Qualité, définition : 

 

La qualité correspond à l’aptitude d’un ensemble de caractéristiques intrinsèques 

à satisfaire des exigences selon la définition de la norme ISO 9000/2005. En d’autres 

termes, la qualité est la réponse aux besoins du client. Elle implique une conformité aux 

exigences, une responsabilité, une amélioration continue, la mesure des non conformités 

et l’excellence
2
. 

La norme ISO 9001 a été établie afin de permettre aux entreprises de mettre en 

place un système qualité en leur sein car elle définit les exigences concernant 

l’organisation d’un système de gestion de la qualité. Elle permet donc de garantir la 

conformité d’un produit ou d’un service par rapport aux exigences pré établies. Pour 

cela, l’entreprise s’appuie sur des processus pour répondre aux besoins du client en 

mettant à disposition les ressources nécessaires et en ayant pris en compte les risques 

encourus ainsi que leurs moyens de résolution. L’ensemble de l’entreprise est tourné 

vers le client et ses demandes, grâce à une implication forte de la direction et une 

responsabilisation du personnel. En appliquant la norme, l’entreprise recherche 

l’efficacité avec une organisation ciblée sur les résultats et en mettant en place une 

démarche d’amélioration continue. 

 La gestion de la qualité et l’objectif d’amélioration continue passent par la 

méthode dite de « la roue de Deming » ou le « plan-do-check-act » (fig. 1). Cet outil 

s’est popularisé dans les années 50. Il consiste à repérer les étapes à mettre en œuvre 

pour améliorer la qualité dans une organisation. On distingue 4 phases différentes : 

LACOUR Céleste 
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- Plan : planifier ce que l’on va réaliser. On identifie le problème ou le 

processus à améliorer. Puis, on recherche ses causes et des solutions 

possibles ce qui correspond à l’établissement d’un cahier des charges. Enfin, 

on fixe un planning. 

- Do : développer et réaliser les solutions selon le cahier des charges et le 

planning. 

- Check : contrôler si les solutions établies sont efficaces grâce, notamment, à 

des indicateurs de performance. 

- Act : analyser et améliorer ce qui a été réalisé. 

 

Figure 1 : roue de Deming 

 

b) Système de management de la qualité : 

 

Le management de la qualité correspond à l’ensemble des activités coordonnées 

permettant d’orienter et de contrôler un organisme en matière de qualité. Deux grands 

moyens sont indispensables pour y accéder : une politique qualité et des objectifs 

qualité
2
. Le management de la qualité permet d’avoir une vision stratégique de 

l’entreprise en intégrant pour toutes les activités de l’entreprise le principe de 

l’amélioration continue.  

Le système de management de la qualité est un système permettant d’établir la 

politique qualité et les objectifs qualité et d’atteindre ces objectifs. On retrouve ce 

concept dans la norme ISO 9004
1
 : système de management de la qualité, amélioration 
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des performances ; qui permet une approche qualité économiquement efficace pour 

l’ensemble des acteurs et la satisfaction durable du client. La norme a pour objectif la 

performance de l’organisme et son efficience. Elle porte donc sur tous les processus 

présent dans l’entreprise. Elle a une vision plus large que la norme ISO 9001 (annexe I). 

Le système de management de la qualité repose sur une utilisation efficace des 

ressources, un processus décisionnel qui est le reflet des activités et une orientation vers 

la satisfaction du client et vers les besoins et les attentes des autres parties intéressées. 

Ainsi, l’organisme peut obtenir des performances durables sur le long terme et de 

manière équilibrée. 

En supplément par rapport à la norme ISO 9001, la norme ISO 9004 prend en 

compte le management des ressources et surtout des ressources financières. Ainsi, la 

direction doit déterminer les besoins financiers de l’organisme et les mettre à 

disposition pour les actions en cours et futures. L’utilisation des moyens financiers doit 

être contrôlée et évaluée en fonction des objectifs fixés. Un processus de reporting c'est-

à-dire un rapport d’activité permet de détecter des activités inefficaces ou non 

efficientes, et de mettre en place alors un processus d’amélioration. 

Le laboratoire de biologie médicale, avant de débuter toute procédure 

d’accréditation, doit mettre en place un système de management de la qualité afin de 

rendre possible l’application de pratiques analytiques efficaces.  

 

c) Documentation : 

 

La documentation est un des moyens pour assurer la qualité
2
. C’est pourquoi un 

système documentaire doit être mis en place en parallèle d’un système de management 

de la qualité. Les intérêts de la documentation sont multiples : elle facilite l’évaluation 

de l’efficacité du système établi par l’organisme, elle est essentielle pour la 

communication, elle assure la cohérence des actions menées et une traçabilité. 

Il existe quatre principes pour avoir une documentation qualité : 

- Prévoir c'est-à-dire écrire ce que l’on va faire, 
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- Pratiquer : faire ce que l’on a écrit, 

- Prouver : écrire ce que l’on a fait, 

- Progresser : revoir ce que l’on a fait. 

Ces règles reprennent le principe de la roue de Deming. 

Il est essentiel de maitriser le système documentaire, si on veut être conforme à 

la norme ISO 9001. Pour cela, la documentation doit être efficace, efficiente, adaptée et 

revue régulièrement. Avant d’être disponible, tout document doit être approuvé. 

La documentation intervient à chaque niveau d’un système de management de la 

qualité (fig. 2). En effet, elle comporte les documents se rapportant à la politique qualité 

et ses objectifs, un manuel qualité, les procédures et enregistrements. C’est à la fois un 

outil de transmission de l’information et un outil de traçabilité. 

 

Figure 2 : pyramide documentaire 
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2. Le contexte de l’accréditation des laboratoires de biologie 

médicale : 

 

a) La loi HPST : 

 

Votée le 21 juillet 2009, la loi « Hôpital Patient Santé Territoire » bouleverse en 

profondeur le système de soin en France afin de mieux adapter les institutions et 

structures aux besoins des populations
3
. Ce texte se compose de 4 parties regroupant 

133 articles faisant de la qualité un objectif primordial.  

Plus précisément, l’article 69 de cette loi porte sur la biologie médicale dont l’une 

des missions est de garantir la qualité des examens de biologie médicale, notamment par 

une procédure d’accréditation des laboratoires
4
. Cet article est suivi d’une ordonnance, 

l’ordonnance du 13 janvier 2010 qui définit trois objectifs : 

- S’adapter aux mutations technologiques, 

- Renforcer la spécificité française de la biologie, 

- Garantir la qualité de l’activité c'est-à-dire renforcer la sécurité. 

Ce dernier point est particulièrement important dans la loi. En effet, le texte précise 

qu’un établissement  public de santé ne peut compter en son sein qu’un seul laboratoire 

de biologie médicale (art. L. 6222-4 du CSP)
4
. Le laboratoire de biologie médicale est 

sous la direction d’un biologiste responsable ou biologiste médicale qui ne peut être 

qu’un pharmacien ou un médecin. Le terme d’examen de biologie médicale sera 

redéfinit, passant de simple « examen biologique » à « acte médical ».  Enfin, l’article 

L6221-1 de l’ordonnance du 13 janvier 2010 rend obligatoire l’accréditation de 

l’ensemble des activités des laboratoires de biologie médicale, « Un laboratoire de 

biologie médicale ne peut réaliser d’examen de biologie médicale sans accréditation ». 

Celle-ci se fera selon les normes ISO 15189 et ISO 22870 d’après l’arrêté du 5 août 

2010. L’organisme chargé de d’accorder l’accréditation d’un laboratoire est le Comité 

Français d’accréditation (Cofrac). C’est le seul organisme habilité à cette fonction en 

France. 
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La loi prévoit également un contrôle de qualité des résultats des examens de 

biologie médicale qui sera exécuté par des organismes externes de la qualité qui 

transmettront un rapport annuel à l’Agence Nationale de Sécurité des Médicaments et 

produits de santé (ANSM)
3
.  

 

b) La norme ISO 15189 : 

 

Depuis la promulgation de la loi HPST, la norme ISO 15189 est devenue la 

première norme obligatoire
5
. Elle n’est applicable que pour les laboratoires de biologie 

médicale qui doivent donc être conformes à cette norme d’ici 2016.  

La norme ISO 15189 a été conçue par l’organisation internationale de 

normalisation qui est une fédération mondiale d’organismes nationaux de normalisation. 

Elle établit les exigences de compétence et de qualité propres aux laboratoires de 

biologie médicale en se basant sur deux normes : l’ISO 9001 et l’ISO 17025. L’ISO 

9001 définit les exigences relatives au management de la qualité. L’ISO 17025 

détermine les exigences générales en management qualité et la compétence des 

laboratoires d’étalonnage et d’essais.  

Elle comporte deux grandes parties :  

- une partie dédiée au management de la qualité qui est très proche de la norme 

ISO 9001. En effet, l’ISO 15189 reprend de nombreux points de l’ISO 9001. 

Cependant, les laboratoires accrédités ISO 15189 ne sont pas certifiés ISO 9001 

car ces deux normes ont des différences dont notamment la planification de la 

conception, développement et réalisation des produits (PDCA). 

- Une partie dédiée aux exigences techniques qui sont propres à cette norme. 

Les exigences relatives à la validation de méthode sont définies dans la partie 4 : 

Exigences relatives au management, 4.3 : maitrise des documents et 4.13 : la maitrise 

des enregistrements avec également les chapitres 4.12 : amélioration continue et 4.11 : 

actions préventives; et dans la partie 5 : Exigences techniques, 5.5 : procédures 

analytiques et 5.6 : assurer la qualité des procédures analytiques. 
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« Le laboratoire doit utiliser des procédures […] qui correspondent aux besoins des 

utilisateurs des prestations de laboratoire et qui conviennent à chaque type d’analyse. 

[…] Si des procédures internes sont utilisées, elles doivent être validées de manière 

appropriée pour l’utilisation prévue et parfaitement documentées. » Partie 4.3.1, norme 

ISO 15189. 

«  Le laboratoire doit utiliser uniquement des procédures validées […]. Les validations 

doivent être aussi approfondies que nécessaire pour répondre aux besoins de 

l’application ou du domaine d’application concerné(e). Le laboratoire doit enregistrer 

les résultats obtenus et la procédure utilisée pour la validation. » Partie 5.5.2, norme 

ISO 15189. 

« Les méthodes et les procédures sélectionnées doivent être évaluées et donner des 

résultats satisfaisants avant d’être utilisées pour les analyses médicales. Une revue des 

procédures […] doit être réalisée […] généralement, une fois par an. » Partie 5.5.2, 

norme ISO 15189. 

« Le laboratoire doit concevoir des systèmes de contrôle interne de qualité permettant 

de vérifier que la qualité prévue des résultats est bien obtenue (…). Il convient de 

veiller particulièrement à éliminer les erreurs susceptibles de se produire dans le 

processus de traitement des échantillons, des prescriptions, des analyses, des comptes 

rendus, etc. » Partie 5.6.1, norme ISO 15189. 

«  (…) Toutes les composantes importantes de l’incertitude doivent être prises en 

compte. Les sources contribuant à l’incertitude peuvent inclure l’échantillonnage, la 

préparation des échantillons, la sélection des aliquotes d’échantillon, (…), les 

matériaux de référence, les grandeurs d’entrée, l’équipement utilisé, les conditions 

environnementales, l’état de l’échantillon et les changements de manipulateur. » Partie 

5.6.2, norme ISO 15189. 

La norme laisse au laboratoire le libre choix de ses méthodes de validation et de 

son organisation. Cependant, toutes les démarches effectuées et les résultats obtenus 

doivent être enregistrés. Les tests réalisés doivent être pertinents et non superflus afin de 

répondre aux besoins du laboratoire. 
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Le guide SH REF 02 constitue le recueil des exigences spécifiques pour 

l’accréditation des laboratoires de biologie médicale. Il permet de préciser les exigences 

organisationnelles et techniques de la norme ISO 15189 en vue de l’accréditation. C’est 

une aide indispensable pour les LBM. 

 

c) Le Cofrac : 

 

Le Cofrac ou Comité Français d’Accréditation est une association fondée en 

1994, selon la loi du 1
er

 juillet 1901
6
. C’est la seule instance nationale d’accréditation. 

Sa mission est double : reconnaitre la compétence et l’impartialité des organismes 

accrédités et obtenir la reconnaissance au niveau international, de leurs compétences et 

leurs prestations. Les principes fondamentaux du Cofrac sont l’indépendance, 

l’impartialité, la transparence et la confidentialité. Tous les acteurs au sein du Cofrac 

sont représentés de façon égale et sont impliqués dans la vie du comité. Celui-ci est 

constitué de quatre sections : 

- Santé humaine 

- Certification 

- Inspection 

- Laboratoire, lui-même composé de quatre pôles : biologie-biochimie, chimie-

environnement, mécanique et physique-électricité. Chacun de ces pôles 

regroupent des responsables d’accréditation et des secrétaires. 

C’est la section « santé humaine » qui est chargée d’évaluer les LBM afin de  leur 

délivrer leur accréditation. Une équipe d’évaluateurs, composée d’experts, sera formée 

pour analyser le dossier déposé selon une méthodologie bien précise. En effet, ils seront 

rigoureux par rapport aux méthodes, procédures ou modes d’évaluation choisis mais 

aussi ils tiendront compte des particularités de chaque organisme candidat. Ils émettront 

alors un rapport d’évaluation sur lequel la commission de décision soumettra son avis. 

Enfin, la décision sera notifiée par le président du Cofrac et une attestation sera délivrée 

au LBM. 
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Le processus d’évaluation en vue d’obtenir l’accréditation est long et rigoureux : 

l’analyse préalable de la demande, la définition du programme d’évaluation, la 

constitution de l’équipe d’évaluation, l’évaluation, la rédaction et l’analyse du rapport et 

la décision et la délivrance de l’accréditation. 

L’accréditation
6
 permet aux entreprises d’avoir une valeur ajoutée avec un 

avantage concurrentiel, une reconnaissance internationale, une confiance auprès des 

acteurs économiques... Elle est délivrée uniquement pour une compétence ou un 

domaine donné et pour une période déterminée et renouvelable (accréditation initiale 

délivrée pour 4 ans) pendant laquelle des audits de surveillance auront lieu (tous les 

ans). 

 

3. La validation de méthode qualitative : 

 

a) Définition : 

 

La validation ou vérification de méthodes consiste à évaluer dans l’environnement 

propre au laboratoire, les performances des techniques mises en œuvre et de vérifier leur 

conformité aux limites d’acceptabilité fixées afin de répondre à l’utilisation prévue
8
. 

Dans notre étude, le champ d’application de la vérification correspond à deux 

examens de biologie médicale : le TPHA et le VDRL, réalisé par le laboratoire de 

biologie médicale du groupement hospitalier nord (Hôpital de la Croix Rousse), sous la 

responsabilité du biologiste responsable c'est-à-dire du chef de service du laboratoire de 

bactériologie. 

Ce sont deux méthodes manuelles du type qualitatif c’est-à-dire que les résultats 

obtenus par ces deux techniques n’apportent des informations que sur la présence ou 

l’absence de l’analyte.  

Le dossier de validation
9
 doit alors comporter les étapes suivantes : 

- La définition du besoin des prescripteurs et des patients. 
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- L’étude des documents bibliographiques et des données fournisseurs portant sur 

la performance de la méthode. 

- La détermination des critères de performance pertinents à établir et le choix des 

limites d’acceptabilité correspondantes pour la méthode. 

- La maitrise des risques : gestion des ressources humaines, gestion des ressources 

matérielles, processus de réalisation. 

- La réalisation des vérifications expérimentales selon la procédure établie par le 

laboratoire et leurs résultats. 

- La conclusion sur l’avis d’aptitude de la méthode pour son utilisation au 

laboratoire. 

Dans notre cas, la définition du besoin correspond à déterminer si le patient est 

atteint de syphilis ou non en effectuant des tests sur un échantillon de sérum. L’étude 

des documents bibliographiques se traduit par l’étude des documents qualité (norme, les 

guides tel que le SH GTA 04, qui aident le LBM à appliquer les exigences 

d’accréditation de la norme, qui permettent d’orienter le LBM dans sa démarche 

d’accréditation ; …) et des informations fournies par le fournisseur concernant les 

réactifs ainsi que des articles ou publications se rapportant à ce sujet.  Elle permet de 

connaitre la sensibilité et la spécificité diagnostiques de ces deux tests. La 

détermination
8
 des critères de performance a établi la liste des vérifications 

suivantes (tableau 1): 

- La contamination inter-échantillon 

- La spécificité analytique 

- La stabilité des réactifs après ouverture 

- La robustesse 
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Tableau 1 : liste des paramètres à vérifier dans le cas d’une vérification de méthode 

qualitative, SH FORM 

Ces paramètres sont de portée flexible standard de type A c’est-à-dire qu’ils sont 

issus d’une méthode qui a été évaluée et vérifiée par le fournisseur et adoptée par le 

laboratoire. Il suffit donc de vérifier que les performances énoncées par le fournisseur 

soient atteintes dans le laboratoire dans les conditions de travail habituelles. 

Enfin, une analyse de risques a été effectuée pour gérer la maitrise des risques. 

Le dossier de validation doit être rédigé selon le modèle établi d’après le SH FORM 

44 et doit comporter : 

- L’identité des opérateurs habilités qui effectuent les vérifications 

expérimentales. 

- L’identité et la signature du biologiste responsable de la validation de la 

méthode qui autorise la mise en service de la méthode. 

- La période d’évaluation. 

- La date de mise en service. 

- Les données brutes des résultats. 
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b) L’analyse de risque : 

 

Le risque est défini comme la possibilité qu’un évènement fâcheux se produise 

c'est-à-dire dans notre étude, qu’une étape de réalisation de ces deux tests (TPHA et 

VDRL) ne soit pas correctement effectuée. 

L’analyse de risque
8
 est une méthode qui consiste à identifier les facteurs 

susceptibles d’influencer les résultats, la justification de leur maitrise par le laboratoire 

et l’évaluation de leur criticité. C’est un élément de vérification des performances de la 

méthode.  L’analyse de risque est effectuée pour l’ensemble du processus de réalisation 

(pré analytique, analytique, post analytique) et est réalisée grâce à la méthode des 5M 

(main d’œuvre, méthode, matériel, matière, milieu) ce qui permet de classer les risques 

en cinq catégories et d’être le plus exhaustif possible. 

 

c) La méthode de l’analyse des modes de défaillance, de 

leurs effets et de leur criticité : 

 

Afin d’établir la criticité des risques identifiés et ainsi d’obtenir un classement 

des risques, la méthode de l’analyse des modes de défaillance, de leurs effets et de leur 

criticité (AMDEC) peut être utilisée, notamment pour les méthodes qualitatives
7
. Cette 

technique est un outil de gestion de la qualité dont le but est de hiérarchiser les actions 

d’amélioration et donc la maitrise des risques, à mettre en œuvre. 

Pour chaque risque identifié, il s’agit d’estimer : 

- sa fréquence (1 = très peu fréquent, 3 = peu fréquent, 6 = fréquent, 10 =  très 

fréquent),  

- sa gravité (1 = pas d'impact sur le résultat, 3 = peu d'impact, 6 = résultat 

impossible à donner, 10 =  résultat erroné),  

- sa détectabilité (1 = toujours détecté, 3 = facilement détecté, 6 = détection 

possible non infaillible, 10 =  indétectable).  

Le produit de ces trois indices donne la criticité du risque : 
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Plus le score de criticité est élevé, plus la maîtrise des risques devra être réalisée de 

manière approfondie c'est-à-dire que des solutions documentées devront être mises en 

place rapidement. Un seuil d’acceptabilité doit également être défini, au dessus duquel 

toute criticité doit être réduite. 

 

B. La syphilis : 

 

1. Epidémiologie : 

 

La syphilis était une maladie à déclaration obligatoire (DO) depuis les années 

quarante
12

. Devant le faible nombre de cas déclarés, le Code de la santé publique a été 

modifié en juillet 2000 afin de retirer les maladies vénériennes de la liste des maladies à 

DO. Cependant, une recrudescence du nombre de cas de syphilis en France, est apparue 

depuis novembre 2000 ce qui a conduit à mettre en place un système de surveillance 

(RésIST)
13

. Ce dernier est basé sur une surveillance prospective dans des établissements 

volontaires dans les 20 plus grandes villes de France. 

En 2011, 86 cas de syphilis ont été déclarés dans la région Rhône Alpes. On 

remarque que le nombre de nouveaux cas n’a cessé d’augmenter et a même doublé 

depuis 2003 (Fig. 3). 
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Figure 3 : Nombre de cas de syphilis récente déclarés, RésIST, Rhône Alpes, 

2003 à 2011 (adapté du BVS, les données de surveillance des IST en Rhône Alpes en 

2011). 

Le Rhône, la Loire et l’Ain sont les principaux départements qui déclarent les 

nouveaux cas en raison de la présence du Centre hospitalier de Fleyriat dans l’Ain, des 

CIDDIST des CHU de Saint Etienne et Lyon. 

 

Tableau 2 : Répartition par âge et sexe des cas de syphilis récente déclarés (n, 

%), RésIST, Rhône Alpes, 2006 à 2011 

La majorité des cas de syphilis récente ont été déclarés chez des hommes entre 

25 et 50 ans. Les femmes sont moins touchées mais l’âge médian des cas de syphilis est 

le même que celui des hommes (Tableau 2). 
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Tableau 3 : Répartition par type de syphilis, sexe, statut VIH et orientation sexuelle des 

cas de syphilis récente déclarés, RésIST, Rhône Alpes, 2006 à 2011 

Les hommes sont majoritairement atteints de syphilis. Parmi eux, ce sont surtout 

des hommes homo/bisexuels (Tableau 3). Une part non négligeable de ces hommes est 

séropositive pour le VIH. 

 

2. Physiopathologie : 

 

La syphilis est une maladie sexuellement transmissible et contagieuse due au 

Treponema pallidum
14

. Elle peut causer des complications à long terme voire la mort si 

elle n’est pas correctement traitée.  

 

a) Treponema pallidum : 

 

Treponema pallidum est l’agent pathogène responsable de la syphilis. Il appartient à 

la famille des spirochètes et au genre treponema. Parmi ceux-ci, 4 espèces sont 

pathogènes pour l’Homme
17

 : 

- Treponema pallidum responsable de la syphilis vénérienne. 

- Treponema endemicum responsable du béjel ou syphilis endémique. 

- Treponema pertenue responsable du pian. 
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- Treponema carateum responsable de la pinta. 

Le béjel, le pian et la pinta sont des tréponématoses cutanéomuqueuses non 

vénériennes des régions intertropicales. Ces 4 espèces sont très proches génétiquement. 

En effet, leur ADN présente une homologie de plus de 95%
22

. 

Treponema pallidum a été mis en évidence pour la première fois en 1905 par 

Schaudinn et Hoffmann. C’est une bactérie mobile, hélicoïdale, à spires régulières, 

mesurant 8 à 15 μm de long sur 0,3 μm de large (Fig. 4). Il possède 3 flagelles situés 

entre le peptidoglycane et la membrane externe
17

. C’est grâce à eux que la bactérie 

possède sa mobilité. Elle peut réaliser 3 types de mouvements : 

- Un mouvement en pas de vis c'est-à-dire une rotation sur son axe, 

- Un mouvement pendulaire, 

- Un mouvement ondulatoire. 

 

Figure 4 : Treponema pallidum 

 

C’est une bactérie microaérophile très fragile qui ne survit pas en milieu extérieur, 

elle est strictement humaine. La culture de Treponema pallidum n’a jamais été possible 

et il n’est pas colorable au gram. 

Treponema pallidum possède une structure antigénique complexe constitué de 4 

groupes antigéniques : 

- Le cardiolipide ou haptène lipidique de Wassermann : c’est un phosphatidyl-

glycérol au niveau de la membrane cytoplasmique que l’on retrouve dans le 

genre treponema. Il se concentre particulièrement au niveau du cœur et du foie. 

Le cardiolipide devient un antigène lors d’un remaniement tissulaire provoqué 
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par l’infection syphilitique. Les réagines sont les anticorps dirigés contre cet 

antigène. 

- Un antigène protéique spécifique de groupe : commun à tous les tréponèmes, 

situé sur les endoflagelles. 

- Un antigène lipoprotéique d’enveloppe de 47kDa : spécifique de Treponema 

pallidum. 

- Des antigènes du corps tréponémique : mal connus. 

 

b) Transmission : 

 

Le réservoir naturel de la maladie est l’Homme. La syphilis se transmet donc 

principalement par voie sexuelle. Un contact direct avec un chancre syphilitique permet 

la transmission de la maladie
15

. Le temps moyen entre l’infection et l’apparition des 

premiers symptômes est de 21 jours mais cela peut varier de 10 à 90 jours. Le risque 

contagieux dépend du stade de la maladie, il est plus fort au contact de patients atteints 

de syphilis primaire que de syphilis latente. Ainsi, le risque de transmission est estimé à 

60% pour des personnes exposées à une syphilis précoce. 

Une transmission par voie sanguine est possible, notamment par le partage de 

seringues entre toxicomanes ou par un accident d’exposition au sang. La transmission 

foeto-maternelle existe également et sera responsable de graves conséquences sur le 

fœtus. Celui-ci peut se contaminer lors du passage par les voies naturelles pendant 

l’accouchement. 

 

c) Stades de la maladie : 

 

La syphilis se traduit par différents stades ou formes de la maladie : 

- Syphilis primaire 

- Syphilis secondaire 

- Syphilis tertiaire ou latente 
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La syphilis récente ou précoce regroupe les stades primaires, secondaires et la 

syphilis latente précoce (syphilis de moins de 2 ans). La syphilis tardive comprend la 

syphilis latente tardive (syphilis de plus de 2 ans) et la syphilis tertiaire
14

. 

 

(1) Syphilis primaire : 

 

Le diagnostic de syphilis primaire est évoqué devant l’apparition d’un chancre 

dur et indolore au point d’inoculation du germe (Fig. 5)
15

. La syphilis apparait 2 à 3 

semaines après l’infection. Ce stade est souvent inaperçu du fait du caractère indolore 

de la lésion et de sa localisation. Le chancre reste 3 à 6 semaines et guérit spontanément. 

Puis, survient une adénopathie 4 à 8 jours après le chancre, indolore et sans périadénite. 

Cependant, le patient est toujours atteint et la maladie progresse jusqu’au stade 

secondaire. Le risque de contamination est élevé. 

Ce stade se caractérise par la pénétration du tréponème dans l’organisme. Celui-

ci va alors être phagocyté par les polynucléaires sans être détruit ce qui va conduire à la 

formation d’adénopathies
17

. 

 

 

Figure 5 : Chancre 

(http://www.cdc.gov/std/syphilis/STDFact-Syphilis.htm) 

 

(2) Syphilis secondaire : 

 

La syphilis secondaire correspond à la phase septicémique et se traduit par : 

- une éruption diffuse et maculeuse ou roséole sur toute la peau,  qui est en 

général non prurigineuse. L’éruption apparait sur le tronc, dure en moyenne 15 
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jours et régresse spontanément. Elle correspond à la première floraison. Le 

diagnostic est difficile car la roséole peut être prise pour une virose ou une 

toxidermie voire passe simplement inaperçue
16

. 

- Une deuxième floraison ou des syphilides papuleuses apparaissent ensuite (Fig. 

6). Ce sont des papules érythémateuses, non prurigineuses et bordées par une 

fine desquamation circulaire ou « collerette de Biett ». on retrouve l’éruption au 

niveau du tronc, des paumes et des plantes. Le diagnostic est en général effectué 

à partir de ce symptôme. 

- des condylomes, lésions plus larges peuvent apparaitre dans les zones chaudes et 

humides comme la bouche, le vagin ou l’anus. 

- de l’alopécie. 

- Des symptômes moins spécifiques : perte de poids, fièvre, maux de tête, 

douleurs musculaires qui correspondent à la dissémination systémique de la 

bactérie. 

On observe l’apparition de ces symptômes 3 mois après l’infection. Ce stade se 

manifeste par une alternance d’éruptions cutanéo-muqueuses et de périodes 

asymptomatiques. En l’absence de traitement, la maladie peut évoluer en syphilis 

latente. 

 

Figure 6 : Syphilides papuleuses 

(http://www.cdc.gov/std/syphilis/STDFact-Syphilis.htm) 
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(3) Syphilis latente : 

 

La syphilis latente débute après la disparition des symptômes de la phase 

primaire et secondaire. On n’observe aucun signe clinique. Cette phase se développe 10 

à 20 ans après l’infection et peut durer plusieurs années. Puis, on peut observer une 

réapparition des symptômes dans 20 à 30% des cas. C’est la phase tertiaire
17

.  

On distingue deux stades en fonction de la date de la contamination : la syphilis 

latente précoce si l’infection date de moins d’un an et la syphilis latente tardive si 

l’infection remonte à plus d’un an. 

 

(4) Syphilis tertiaire : 

 

La syphilis tertiaire apparait plusieurs années après la contamination
16

. Elle se 

traduit par l’atteinte généralisée du corps. On retrouve des lésions viscérales, cardio-

vasculaires (aortites, anévrysmes), neurologiques (tabès, paralysie générale), ou 

cutanées (gommes syphilitiques). La mort survient souvent après une atteinte 

généralisée. 

 

d) Cas particuliers : 

 

(1) Neurosyphilis : 

 

L’infection peut envahir le système nerveux à tous les stades de la maladie. Des 

anomalies cytochimiques du LCR sont présentes chez 10 à 20% des syphilis primaires 

et 30 à 70% des syphilis secondaires. Cependant ces troubles disparaissent 

habituellement à la fin du stade secondaire mais dans certains cas, la présence de la 

bactérie dans le système nerveux peut persister. On parle alors de neurosyphilis
17

. 
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Ses manifestations sont variées : pas de symptôme, maux de tête, altérations du 

comportement, mouvements évoquant la maladie de Parkinson ou de Huntington, 

méningite. Les troubles des fonctions supérieures sont progressifs avec un trouble de la 

mémoire, de la concentration, irritabilité, évoluant vers la démence en 5 à 10 ans. 

L’évolution est fatale dans la plupart des cas. 

 

(2) Co-infection syphilis VIH : 

 

La co-infection VIH-syphilis est fréquente
15

. De plus, la syphilis favoriserait 

l’acquisition et la transmission du VIH par l’ulcération génitale qu’elle provoque et 

donc l’altération de la barrière muqueuse.  

Les patients développent des signes particuliers comme des chancres multiples. 

Ils ont plus de risques d’avoir une atteinte du système nerveux central et de développer 

une neurosyphilis rapidement avec des manifestations cliniques inhabituelles : 

encéphalites, artérite cérébrale, atteinte ophtalmique, uvéite…  

Cette co-infection peut induire une fausse positivité du VDRL. La séropositivité 

pour le VIH entrainerait des cas d’échec thérapeutique et donc, de rechutes dans le 

traitement de syphilis précoces non compliquées. 

 

(3) Syphilis congénitale : 

 

Treponema pallidum peut infecter à n’importe quel moment de la grossesse
16

, le 

fœtus provoquant de graves dommages si la mère n’est pas traitée : mort fœtale in utéro, 

fausses couches, retard de croissance intra-utérin… Le risque de syphilis congénitale est 

faible avant 3 mois et augmente avec l’âge gestationnel. Il est le plus fort après 16 à 18 

semaines d’aménorrhée.  

Le sérodiagnostic de la syphilis est obligatoire lors d’une grossesse. Tout enfant 

né d’une mère positive à la syphilis doit faire l’objet d’analyses et recevoir un traitement 
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approprié car en l’absence de thérapeutique, le nourrisson peut développer de sérieux 

symptômes : manifestations cutanéo-muqueuses, manifestations viscérales (hépato-

splénomégalie), fièvre, lésions osseuses, anomalies dentaires, surdité, gommes 

cutanéomuqueuses. 

 

3. Diagnostic : 

 

Le diagnostic de la syphilis repose soit sur des méthodes directes 

(immunofluorescence, microscope à fond noir), soit sur des méthodes sérologiques
18

. 

Ces dernières regroupent les méthodes à antigènes non tréponémiques (VDRL, RPR), et 

les méthodes à antigènes tréponémiques (TPHA, FTA, ELISA). En routine, la sérologie 

est plus fréquemment utilisée que les méthodes directes car elle est plus simple 

d’utilisation et moins coûteuse. En France, la législation préconise d’avoir recours à une 

technique à antigènes non tréponémiques et une technique à antigène tréponémique
17

. 

Les méthodes de diagnostic direct permettent de mettre en évidence directement l’agent 

pathogène Treponema pallidum alors que les méthodes indirectes sont basées sur la 

détection d’anticorps anti tréponème (annexe III). 

 Le laboratoire de la Croix rousse reçoit les sérums et les LCR de l’ensemble des 

Hospices Civils de Lyon (Annexe IV). Un screening est alors effectué par dosage 

immuno-microparticulaire par chimiluminescence (CMIA) par l’automate Architect 

(Annexe VII). C’est une détection qualitative de l’anticorps dirigé contre Treponema 

pallidum. Les prélèvements positifs sont titrés par la technique du TPHA et par un RPR. 

Des tests complémentaires en immunofluorescence (FTA-total ou Fta IgM) ou en 

immunoblot peuvent être réalisés pour étayer le diagnostic. 
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a) Diagnostic direct : 

 

(1) Microscopie à fond noir : 

 

Le microscope à fond noir consiste à observer entre lame et lamelle un 

prélèvement de sérosité de lésion
18

. Il permet de voir les bactéries qui apparaissent 

blanches, spiralées, en mouvement (Fig. 7). Sa sensibilité est bonne (80%) et sa 

spécificité dépend de la localisation du prélèvement car il existe des cas de faux positifs 

dans les régions buccale et anale par la présence de tréponèmes saprophytes. En effet, 

cette technique ne permet pas de distinguer les différents types de tréponèmes. 

C’est une technique simple, peu coûteuse, très utilisée en pratique courante mais 

elle nécessite un personnel expérimenté et un acheminement rapide du prélèvement du 

fait de la fragilité de la bactérie. 

 

 

Figure 7 : Treponema au microscope à fond noir 

(http://bacterioweb.univ-fcomte.fr/cours_dcem1/diagnostic.htm) 

 

(2) Immunofluorescence : 

 

Le prélèvement est recouvert d’anticorps monoclonaux anti-Treponema 

pallidum marqués par un fluorochrome. Après un lavage, la réaction antigène-anticorps 

est alors révélée par une fluorescence par observation en microscopie à éclairage 

ultraviolet
18

.  
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L’immunofluorescence est une technique délicate qui a une excellente sensibilité 

(100%) mais elle ne permet pas de distinguer les mouvements de tréponèmes et elle a 

un coût relativement élevé. Cependant, on peut différencier Treponema pallidum des 

tréponèmes saprophytes. 

 

(3) PCR : 

 

La PCR est une technique très sensible, basée sur la détection de l’ADN de 

Treponema pallidum
17

. Cette méthode est utilisée dans le laboratoire de la Croix rousse 

notamment lors de dépistage des cas d’infection très précoce lorsque le chancre n’est 

pas encore apparu. Elle est surtout utile dans les cas de syphilis congénitale, d’atteinte 

neurologique ou de réinfection car l’interprétation sérologique de ces cas peut être 

délicate. 

La plupart des PCR amplifie un gène codant pour une protéine de membrane : 

TpN19, TpN39, TmpA ou TpN47. C’est une technique très spécifique mais sa 

sensibilité varie suivant le prélèvement. 

 

b) Diagnostic sérologique : 

 

(1) TPHA : Treponema pallidum Haemagglutination 

Assay : 

 

C’est une technique à antigènes tréponémiques. Elle consiste en une 

hémagglutination passive entre des hématies de poulet sensibilisées par Treponema 

pallidum et les anticorps contenus dans le sérum du patient. Le titre est donné par 

l’inverse de la dernière dilution positive qui correspond une hémagglutination en nappe. 

Une réaction négative correspond à la sédimentation des hématies au fond de la cupule 

(Fig. 8).  
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C’est une technique rapide et facilement utilisable en routine
18

. Elle est très 

spécifique et très sensible. Cependant, il existe des cas de faux négatifs (tableau 4). 

 

 

Tableau 4 : Cas de TPHA faux positifs 

Le TPHA se positive entre la 3
ème

 et la 4
ème

 semaine après la contamination, 

juste après le FTA et reste positif longtemps, même après la guérison (annexe II). Seul, 

il ne permet donc pas de différencier une infection récente d’une syphilis ancienne. Il 

peut se négativer après une prise en charge très précoce d’une infection. 

 

Figure 8 : TPHA 

 

(2) VDRL : Venerian Disease Research Laboratory : 

 

Le VDRL est une technique à antigène non tréponémique
18

. C’est un test 

d’agglutination passive qui met en évidence les réagines ou anticorps anti cardiolipides 

contenu dans le sérum du patient. C’est un test simple d’utilisation et rapide. Il est 

souvent utilisé en screening mais il peut être utilisé en quantitatif. Son titre correspond 

alors à la dernière dilution contenant des agglutinats.  
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Le VDRL est une bonne méthode de dépistage, de suivi et de surveillance. 

Cependant, il manque de spécificité et des cas de faux positifs sont possible lors 

d’infections bactériennes, virales et parasitaires, de grossesses, de maladies auto 

immunes… (Tableau 5). 

 

 

Tableau 5 : Cas de VDRL faux positifs 

 

Le Rapid Plasma Reagin test (RPR) est une application simplifiée du VDRL, 

donc plus couramment utilisée car elle ne nécessite pas l’étape d’inactivation des 

sérums à 56°c. Il consiste à mettre en contact du sérum du patient avec des particules de 

charbon sensibilisées par l’antigène cardiolipidique sur une carte en plastique. Après 

agitation, on peut observer l’apparition d’agglutinats (fig. 9). 

 

Le VDRL ou le RPR se positive 8 à 20 jours après l’apparition du chancre, 

quelques jours après le TPHA ou le FTA mais le taux d’anticorps diminue après 

traitement. Ce marqueur est donc utile pour le suivi du traitement. En l’absence de 

thérapeutique, les taux d’anticorps augmentent rapidement pendant le stade secondaire. 

Puis, le VDRL a tendance à diminuer et à se négativer spontanément dans un quart des 

syphilis tardives (annexe II). C’est donc un bon marqueur du suivi biologique d’un 

patient. 
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Figure 9 : RPR positif 

 

(3) FTA : Fluorescent Treponemal Antibody test : 

 

Le FTA est une réaction d’immunofluorescence indirecte qui met en contact le 

sérum du patient dilué sur une lame recouverte de tréponèmes entiers tués
18

. Les 

anticorps fixés sont révélés, après lavage, par une antiglobuline humaine marquée par 

un fluorochrome, la fluorescéine. La réaction est observée par microscopie à éclairage 

ultra-violet (Fig. 10). Le titre correspond à la dernière dilution positive et le seuil de 

positivité est fixé au 1/200
ème

.  

C’est un test sensible (86 à 96%) et spécifique (92 à 99%). Il permet de 

confirmer un diagnostic et de suivre l’efficacité d’un traitement. Cependant, la lecture 

est complexe et requiert un personnel expérimenté. De plus, des cas de faux positifs 

existent lors de maladies auto immunes ou d’herpès génital (tableau 6). 

 

 

Tableau 6 : Cas de FTA faux positifs 

Le FTA se positive rapidement après l’apparition du chancre et il se négative 

lentement après traitement (Annexe II). 
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Figure 10 : FTA positif 

 

(4) FTA IgM : 

 

Les IgM sont les premiers anticorps à apparaitre (2 semaines après la 

contamination) suivi par les IgG
18

. Après traitement, les IgM diminuent rapidement et 

disparaissent en quelques mois. Ils sont donc caractéristiques d’une syphilis active. 

Les IgM sont recherchés par immunofluorescence indirecte (même principe que 

le FTA). Le révélateur utilisé est un conjugué monospécifique anti-chaine μ. Des 

réactions faussement positives peuvent être observées en présence de facteurs 

rhumatoïdes ou d’anticorps anti nucléaires. Les IgG rentrent en compétition avec les 

IgM et peuvent induire des faux négatifs. Cette technique est délicate à interpréter et 

nécessite du personnel expérimenté. 

Cette technique est utile pour dépister les cas de syphilis congénitale, confirmer 

une infection récente ou une neurosyphilis. La persistance d’IgM après traitement peut 

évoquer un échec thérapeutique ou une recontamination. 
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c) Evolution des profils sérologiques : 

 

(1) Syphilis primaire : 

 

Le FTA est la technique la plus sensible au début de l’infection. Le TPHA 

devient positif une dizaine de jours après l’apparition du chancre tandis que le VDRL se 

positive 20 jours après l’apparition du chancre
18

. Après un traitement, les taux 

d’anticorps diminuent rapidement en quelques semaines (tableau 7). 

 

Tableau 7 : Exemples de profils sérologiques observés en phase primaire 

 

(2) Syphilis secondaire : 

 

Tous les tests sérologiques sont nettement positifs. 

 

(3) Syphilis tertiaire : 

 

Toutes les méthodes sont positives lors d’une syphilis tertiaire mais des cas de 

VDRL négatif sont possibles. 
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(4) Neurosyphilis : 

 

Le diagnostic est difficile car il repose sur des signes non spécifiques : 

hypercellularité du LCR, hyperprotéinorachie
17

. Le VDRL est très spécifique dans le 

LCR mais peu sensible
18

. Par conséquent, un VDRL positif signe toujours une atteinte 

nerveuse mais un VDRL négatif n’exclut pas le diagnostic de neurosyphilis. De même, 

le FTA ou le TPHA sont très spécifiques dans le LCR mais peu sensibles. La présence 

d’IgM dans le LCR est en faveur d’une neurosyphilis mais cela ne prouve pas la 

production d’immunoglobulines dans le liquide car leur présence peut être due à un 

transfert passif. Pour affirmer le diagnostic, il faut associer des manifestations cliniques, 

des résultats sérologiques positifs et des anomalies de la numération cellulaire. 

 

(5) Syphilis congénitale : 

 

En raison de réactions faussement positives, les résultats des sérologies de la 

femme enceinte ne sont pas facilement interprétables. La recherche d’IgM chez la mère 

permet de différencier une syphilis évolutive d’une syphilis guérie. 

Le diagnostic de syphilis congénitale repose sur
18

 : 

- Des IgM positives, 

- Un titre du VDRL 4 fois supérieur à celui de la mère, 

- Un taux d’anticorps croissants entre 2 sérums successifs chez le bébé. 

Les IgG transmis passivement par la mère disparaissent en 3 à 6 mois chez un enfant 

non atteint. En cas d’infection, les anticorps peuvent persister plus longtemps. 

L’efficacité du traitement est basée sur la diminution significative du VDRL. 
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4. Traitement : 

 

Treponema pallidum est la seule bactérie toujours sensible aux pénicillines G. 

Aucun cas de résistance n’a été rapporté à ce jour
18

. Par conséquent, le traitement curatif 

de la syphilis est basé sur la benzathine pénicilline G (Extencilline®) (Fig. 11). La 

syphilis est facilement traitée. En revanche, les dommages qu’elle a engendrés ne sont 

pas réparables. 

En cas de syphilis précoce, le traitement consiste en une unique injection de 2,4 

M UI d’Extencilline. Pour la syphilis latente tardive, la posologie est de 2,4 M UI en 

intra musculaire, une injection par semaine pendant 3 semaines. Pour la syphilis tertiaire 

avec atteinte cutanée et cardiovasculaire, on administre de la pénicilline 600 000 U/j 

pendant 15 à 20 jours.  

En cas d’allergie, la pénicilline est remplacée par la doxycycline 100mg, deux 

fois par jour pendant 14 jours ou l’azithromycine 1g per os ou la ceftriaxone 500mg en 

intramusculaire pendant 10 jours en cas de syphilis précoce. La pénicilline est substituée 

par de la doxycycline 200mg, deux fois par jour pendant 28 jours en cas de syphilis 

latente tardive. Enfin, en cas de syphilis tertiaire et d’allergie aux pénicillines, le 

traitement repose sur la doxycycline 200mg, deux fois par jour pendant 28 jours ou de 

la ceftriaxone 2g, en intramusculaire ou intraveineuse, pendant 10 à 14 jours (tableau 

8).  

 

Figure 11 : Benzathine pénicilline G 

(http://www.medhelp.org/tags/show/173743/penicillin-g-benzathine--proc) 

La neurosyphilis est traitée par de la pénicilline G en intraveineuse, 2 à 4 MUI, 

six fois par jour pendant 15 jours ou de la benzathine pénicilline G 2,4 MUI, en 
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intramusculaire, une fois par jour pendant 15 jours, associée au probénicide 500mg, 

quatre fois par jour pendant 15 jours
17

. 

Les femmes enceintes sont traitées exclusivement par la pénicilline en 

intramusculaire à la dose de 2,4 MUI, renouvelée 7 jours après. Ce traitement est 

efficace (98% de succès) dans la prévention de transmission de la maladie de la mère à 

l’enfant. En cas d’allergie, les futures mères doivent se faire désensibiliser à la 

pénicilline avant de recevoir un traitement. 

En cas de co-infection avec le VIH, le traitement est identique que chez les 

patients non infectés par le virus du SIDA. 

 

Tableau 8 : Recommandations de traitement par le CDC 

La surveillance de la syphilis primaire et secondaire est clinique et sérologique. 

En effet, un contrôle du VDRL doit être effectué à 3, 6, 12 et 24 mois, son titre doit être 
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divisé par 4 à 3 mois et par 8 à 6 mois. La surveillance de la neurosyphilis est 

sérologique, le LCR est également vérifié tous les 3 mois jusqu’à normalisation. 

 

5. Prévention : 

 

La prévention de la syphilis est similaire aux préventions pour les maladies 

sexuellement transmissibles : avoir des rapports sexuels protégés, dépistage des 

populations à risques
19

. 

Devant le risque de contamination fœto-maternelle, les femmes enceintes 

doivent subir un dépistage durant leur première visite prénatale ou lors de leur 

déclaration de grossesse. Des tests sérologiques (VDRL et TPHA) seront alors 

pratiqués. Pour les femmes à haut risque d’infection, un test au 3
ème

 trimestre et un autre 

test au moment de l’accouchement seront réalisés
19

. Un dépistage est proposé aux 

femmes avec des antécédents d’avortements spontanés ou d’enfants morts nés. 

 

II. Matériels et méthodes : 

 

A. Le dossier de validation au centre de biologie nord : 

 

1. Vérification bibliographique :  

 

a) Données fournisseurs : 

 

Dans cette étude, nous avons collecté les notices des réactifs (TPHA et RPR) et 

leurs évaluations réalisées par la société Omega Diagnostics (Annexe V et VI). 

La société Omega Diagnostics a évalué son réactif Immutrep TPHA lors d’une étude 

menée en juillet 1997 par S I Egglestone et I Ashley
20

. Leur but était d’évaluer les 
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performances du réactif comparées à d’autres tests sérologiques.  Ils ont donc réuni les 

échantillons suivants : 

- Un panel de 552 sérums frais non testés provenant de cliniques anténatales, de 

services génito-urinaires et de dépistages effectués en routine dans divers 

hôpitaux. Ces échantillons ont été prélevés par ponction veineuse et ont été 

stockés à 4°c. 

- Un panel de 206 sérums positifs qui ont tous un FTA positif. Parmi ces 206 

sérums, 30 sont des cas de syphilis active (primaire et secondaire), 38 sont des 

cas de syphilis non traitée et 138 sont des cas de syphilis traitée. Ces 

échantillons ont tous été prélevés par ponction veineuse et stockés à -20°c. 

- Un panel de sérums pouvant produire des réactions croisées : 50 sérums 

potentiellement faux positifs (10 sérums + aux facteurs rhumatoïdes, 10 sérums 

+ à l’Epstein Barr Virus, 10 sérums post vaccination à l’hépatite B, 10 sérums + 

au lupus érythémateux systémique, 10 sérums + au virus de l’herpès simplex), 

10 sérums positifs à la maladie de Lyme et 10 sérums positifs à la leptospirose. 

Les sérums ont été répartis dans les groupes suivants : 

- Anté-natal 

- Service génito-urinaire 

- Hôpitaux 

- Sérums syphilitiques 

- Faux positifs potentiels 

- Maladie de Lyme 

- Leptospirose 

Une évaluation qualitative et quantitative a été réalisée ce qui a permis de 

déterminer la sensibilité et la spécificité du test (tableau 9). 
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Tableau 9 : Sensibilité et spécificité du réactif Immutrep TPHA 

En décembre 1995, S I Egglestone et I Ashley ont évalué les performances du 

réactif Immutrep RPR pour la société Omega Diagnostic
21

. Ils ont donc réunis 645 

sérums anténataux non testés et 30 sérums réactifs. Ils ont établis les groupes suivants : 

- 645 sérums anténataux 

- 10 sérums connus faux positifs (réactifs seulement avec le test de cardiolipide) 

- 10 sérums positifs (VDRL, TPHA, FTA +) 

- 10 sérums non réactifs (VDRL -, TPHA et FTA +)  

Tous les échantillons ont été testés par la méthode qualitative et les 30 sérums 

positifs ont été également testés avec la méthode semi-quantitative. Ils n’ont obtenu 

aucun résultat discordant (tableau 10). Les sérums positifs ont été détectés. 

 

Tableau 10 : Résultats de l’évaluation du réactif Immutrep RPR 
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b) Etude bibliographique dans la littérature : 

 

Lors de cette étude, nous avons pu déterminer la sensibilité et la spécificité de 

ces deux tests. En effet, ces paramètres ont déjà été testés lors de recherches 

précédentes. Ainsi, Lynn et al. (2004) ont publiés les résultats suivants (tableau 11)
22

 : 

 

Tableau 11 : Sensibilité et spécificité des tests sérologiques de la syphilis 

Ce tableau nous montre que les différents tests ont une spécificité équivalente 

alors que leur sensibilité varie selon le stade de la maladie : lors d’une syphilis primaire, 

il faudra préférer le RPR ou le FTA qui ont démontré une plus grande sensibilité alors 

que lors d’une syphilis tertiaire, le TPHA ou le FTA ont une meilleure capacité de 

détection de la maladie. En revanche, le stade secondaire de la syphilis est parfaitement 

détecté par tous les tests. 

Le TPHA et le VDRL ou RPR montrent également une excellente sensibilité et 

spécificité. 

Seña, White et Sparling ont répertorié les différentes techniques de diagnostic de 

la syphilis
23

. Ils ont ainsi pu présenter leur sensibilité et spécificité respectives (tableau 

12). On remarque que tous les tests montrent une spécificité excellente, et que leur 

sensibilité varie selon le stade de la maladie, tout en ayant de très bonne valeur. Ils ont 

également comparé les techniques non tréponémiques avec les techniques 

tréponémiques et calculé la valeur prédictive positive de ces tests (tableau 13). 

LACOUR Céleste 
(CC BY-NC-ND 2.0)



53 
 

 

Tableau 12 : Sensibilité et spécificité des tests syphilitiques 
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Tableau 13 : Caractéristiques de plusieurs tests syphilitiques et leur valeur prédictive 

positive 
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2. Comparaison de méthodes : 

 

Cette étude permet de vérifier la comparabilité entre deux méthodes (VDRL et 

TPHA). 

Selon le guide SH GTA 04 du Cofrac, pour comparer les résultats d’une 

méthode à tester avec ceux d’une méthode utilisée au laboratoire, il faut analyser au 

moins 30 échantillons de patients couvrant de façon homogène l’étendue du domaine 

physiopathologique rencontré
8
. Ces échantillons sont analysés en simple par les deux 

techniques, dans les conditions normales d’utilisation et dans le délai le plus court 

possible. Les résultats sont examinés au fur et à mesure. 

Dans notre cas, 60 sérums pris aléatoirement ont été testés en TPHA, VDRL et 

par l’automate Architect. Il réalise un dosage immunologique micro-particulaire par 

chimiluminescence. Il permet une détection qualitative de l’anticorps dirigé contre 

Treponema pallidum. En pratique, les résultats, représentés  par la valeur du SYPIE, 

supérieurs à 1 sont positifs et ceux inférieurs à 1 sont négatifs. Les résultats obtenus 

sont regroupés dans le tableau 14. 

comparaison de  méthodes 

     

 

fait du 7/01/13 au 9/01/13 
  

 

     

 

n° échantillon SYPIE TPHA VDRL Conclusion 

1 13015002 0,04 < 80 - concordant 

2 13015007 0,06 < 80 - concordant 

3 13015015 45,8 5120 + 8 concordant 

4 13015016 0,12 < 80 - concordant 

5 13015027 0,06 < 80 - concordant 

6 13015044 0,06 < 80 - concordant 

7 13015050 0,06 < 80 - concordant 

8 13015066 0,08 < 80 - concordant 

9 13015069 20,26 320 + 2 concordant 

10 13015073 41,28 2560 + 4 concordant 

11 13015077 0,05 < 80 - concordant 

12 13015081 0,05 < 80 - concordant 

13 13015084 0,05 < 80 - concordant 
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14 13015099 0,05 < 80 - concordant 

15 13015102 0,04 < 80 - concordant 

16 13015105 0,06 < 80 - concordant 

17 13016010 0,1 < 80 - concordant 

18 13016021 0,09 < 80 - concordant 

19 13016032 0,07 < 80 - concordant 

20 13016038 0,06 < 80 - concordant 

21 13021002 0,06 < 80 - concordant 

22 13021016 0,04 < 80 - concordant 

23 13021023 2,97 < 80 - discordant 

24 13021031 0,09 < 80 - concordant 

25 13021034 0,05 < 80 - concordant 

26 13021036 0,04 < 80 - concordant 

27 13021044 0,1 < 80 - concordant 

28 13021045 0,07 < 80 - concordant 

29 13021048 0,06 < 80 - concordant 

30 13021053 0,03 < 80 - concordant 

31 13021057 0,05 < 80 - concordant 

32 13021068 0,05 < 80 - concordant 

33 13021072 0,04 < 80 - concordant 

34 13021076 0,11 < 80 - concordant 

35 13021078 0,08 < 80 - concordant 

36 13021081 0,06 < 80 - concordant 

37 13021087 0,03 < 80 - concordant 

38 13021101 50,1 20480 + 1 concordant 

39 13021111 23,86 160 + 4 concordant 

40 13021113 0,05 < 80 - concordant 

41 13022004 0,09 < 80 - concordant 

42 13022008 0,05 < 80 - concordant 

43 13022016 0,08 < 80 - concordant 

44 13022018 1,21 < 80 - discordant 

45 13022022 0,05 < 80 - concordant 

46 13022028 0,07 < 80 - concordant 

47 13022038 0,08 < 80 - concordant 

48 13022044 0,23 < 80 - concordant 

49 13022054 0,07 < 80 - concordant 

50 13022076 0,05 < 80 - concordant 

51 13022078 0,11 < 80 - concordant 

52 13022081 0,08 < 80 - concordant 

53 13022097 0,15 < 80 - concordant 

54 13022109 0,07 < 80 - concordant 
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55 13022112 0,07 < 80 - concordant 

56 13022116 0,05 < 80 - concordant 

57 13022120 0,2 < 80 - concordant 

58 13022124 8,18 320 + 1 concordant 

59 13022138 0,13 < 80 - concordant 

60 13022142 0,04 < 80 - concordant 

témoin +   2560    

 

TPHA :  n° lot : 7037769   

  

date de péremption : 
06/2014 

   VDRL : n° lot : 7037911   

  
date de péremption : 
01/2015 

Tableau 14 : Comparaison de méthodes 

 

3. Vérification expérimentale : 

 

Avant d’effectuer toute vérification expérimentale, il faut s’assurer que 

l’opérateur en charge soit habilité à réaliser les tests.  

 

a) Contamination inter-échantillon : 

 

La contamination inter-échantillon est normalement étudiée pour des systèmes 

automatisés
9
. Il s’agit de l’effet exercé par un échantillon sur celui qui lui succède. Il 

faut donc s’assurer que les résultats ne sont pas surestimés si un échantillon de faible 

concentration ou négatif est testé après un échantillon positif. Pour éviter tout 

phénomène de contamination, ce paramètre a été analysé. 
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b) Spécificité analytique : 

 

La spécificité correspond à l’aptitude d’un système de mesure, en utilisant une 

procédure de mesure spécifiée, à produire des résultats de mesure, pour un ou plusieurs 

mesurandes, qui ne dépendent ni les uns des autres ni de toute autre grandeur dans le 

système soumis au mesurage
9
. En d’autres termes, la spécificité d’un test correspond à 

sa capacité à ne mesurer qu’un produit identifié à l’exclusion de tout autre. 

Le but de l’évaluation de ce paramètre est d’apprécier l’impact des interférences 

analytiques potentielles identifiées lors de l’étude bibliographique. 

 

c) Stabilité des réactifs : 

 

Le test de stabilité des réactifs après ouverture permet de vérifier que les 

performances des réactifs sont conservées tout au long de leur utilisation. 

L’évaluation de la durée de stabilité des réactifs est normalement effectuée lors 

d’une validation de portée B
8
. Elle se réalise de la façon suivante : un étalon de niveau 

de concentration élevée (témoin positif des réactifs) est analysé à intervalle régulier 

entre J1 et Jn.  

 

d) Robustesse : 

 

L’évaluation de la robustesse est en portée B uniquement. Elle consiste à évaluer 

la capacité de la méthode à ne pas être influencée par des facteurs extérieurs
9
. Cela 

fournit une indication sur sa fiabilité dans les conditions normales d’utilisation. 

Le choix des facteurs d’influence à tester dépend du biologiste responsable. Il 

dépend de l’analyse de risques de la méthode et des changements apportés par rapport 

aux recommandations du fournisseur. 
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B. TPHA : 

 

1. Analyse de risques : 

 

a) Phase pré-analytique : 

 

(1) Résultats : 

 

La phase pré analytique rassemble toutes les étapes depuis la prescription de 

l’examen par le prescripteur à l’obtention d’un échantillon prêt à être analysé. Pour 

l’analyse de risque, chaque étape a été reprise une à une en étudiant les points critiques 

à maitriser, leur indice de criticité et les modalités de maitrise mises en place ou à 

effectuer
9
. 

ETAPE 5M 

Points 

critiques  

à maîtriser 

Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 
Modalités de 

maîtrise 

Prélèvement 
Main 

d’œuvre 

Réalisation du 

prélèvement 
10 1 1 10 

Information des 

préleveurs, e-

learning 

 Matière 
Prélèvement : 

sang 
6 3 1 18 

Manuel de 

prélèvement  

 Milieu 
Conditions  de 

stockage 
1 3 3 9 

Manuel de 

prélèvement 

 Méthode Procédure 3 3 6 54 

Catalogue des 

analyses, Manuel 

de prélèvement 

 Matériel 

Matériel de 

prélèvement 

(aiguille, 

seringue) et 

type de  

support pour le 

recueil (tube) 

3 1 1 3 
Biobook, 

pharmacie 

 

 

LACOUR Céleste 
(CC BY-NC-ND 2.0)



60 
 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maîtriser 
Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Transport 
Main 

d’œuvre 

Transport des 

prélèvements 

(délai, 

température) 

6 3 3 54 

Formation 

transport 

échantillons 

biologiques 

 Milieu 
Conditions de 

transport 
3 3 10 90 

MO conditions de 

transport des 

prélèvements 

pour analyse 

sérologique 

 Méthode 
Conditions de 

transport 
3 3 6 54 

Contrat avec les 

transporteurs 

 Matériel 

Utilisation des 

mallettes de 

transport  

1 1 6 6 

Information, 

notice 

d’utilisation 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maîtriser 

Gra

v 
Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Réception 

enregistrement 

Main 

d’œuvre 
Réception, enregistrement  6 6 1 36 

Formation, 

habilitation 

Personnel du RTE 

 Matière 
Sérothèque et aliquotage 

prélèvements 
6 1 6 36 

SER 001, MO 

SER 040 

 Milieu 
Conservation entre  

2 et 8°c pendant 48h 
3 1 6 18 

Suivi t° de 

stockage 

 

Méthode 

Conformité des 

prélèvements 
1 3 3 9 

Critères 

d’acceptation des 

prélèvements 

connus 

 
Enregistrement et 

étiquetage 
1 10 1 10 

MO 

enregistrement 

 
Centrifugation des 

microtubes de pédiatrie 
6 1 6 36 

MO utilisation 

centrifugeuses, 

critères de 

centrifugation 

connus  

 

Conformité bons de 

demande : 

prescription/enregistreme

nt 

1 10 1 10 
Gestion des non 

conformités 
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 Panne  du SIL 3 6 1 18 

Maintenance  

Procédures 

dégradées 

 Matériel 

Informatique : 

transmission du SIL RTE 

au SIL labo, imprimante, 

connexion 

3 10 1 30 
Tests de 

connexion 

 

(2) Etude : 

 

Grâce à l’AMDEC, nous avons pu classer les différents risques en leur donnant 

un ordre de priorité. Plus le risque aura un indice de criticité élevé, plus il devra être 

traité rapidement. Ainsi, nous avons pu étudier si leurs modalités de maîtrise étaient 

facilement applicables. Nous remarquons donc, que les risques avec un indice de 

criticité élevé ont des modalités de maitrise facilement applicables, ils peuvent donc être 

évités aisément. 

Cependant, le laboratoire n’intervient pas directement au niveau pré analytique. 

Il faudra donc faire passer des informations, des consignes au niveau des services 

concernés afin qu’ils gèrent leurs risques. En effet, les risques les plus importants 

concernent l’étape de transport des prélèvements. Il faudra donc être vigilant concernant 

le personnel habilité à cette fonction et sur la diffusion d’informations. 

Etape 

Ordre 

de 

priorité 

Ind. 

Crit. 
5 M Risque Modalités de maitrise Application 

transport 1 90 milieu 
Conditions de 

transport 

MO conditions de 

transport des 

prélèvements pour 

analyse sérologique 

facilement 

applicable 

prélèvement 2 54 méthode procédures 
catalogue des analyses, 

manuel de prélèvement 

facilement 

applicable 

transport 3 54 
main 

d'œuvre 

Transport des 

prélèvements 

(délai, 

température) 

Formation transport 

échantillons biologiques 

facilement 

applicable 

transport 4 54 méthode 
Conditions de 

transport 

Contrat avec les 

transporteurs 

moyennement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
5 36 méthode 

Centrifugation 

des microtubes 

de pédiatrie 

MO utilisation 

centrifugeuses, critères 

de centrifugation connus  

facilement 

applicable 
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réception, 

enregistrement 
6 36 

main 

d'œuvre 

Réception, 

enregistrement  

Formation, habilitation 

Personnel du RTE 

facilement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
7 36 matière 

Sérothèque et 

aliquotage 

prélèvements 

SER 001, MO SER 040 
facilement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
8 30 matériel 

Informatique : 

transmission du 

SIL RTE au 

SIL labo, 

imprimante, 

connexion 

Tests de connexion 
facilement 

applicable 

prélèvement 9 18 matière sang manuel de prélèvement 
facilement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
10 18 milieu 

Conservation 

entre 2 et 8°c 

pendant 48h  

Suivi t° de stockage 
moyennement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
11 18 méthode Panne  du SIL 

Maintenance  Procédures 

dégradées 

facilement 

applicable 

prélèvement 12 10 
main 

d'œuvre 

réalisation du 

prélèvement 

Information des 

préleveurs, e-learning 

facilement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
13 10 méthode 

Enregistrement 

et étiquetage 
MO enregistrement 

facilement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
14 10 méthode 

Conformité 

bons de 

demande : 

prescription/enr

egistrement 

Gestion des non 

conformités 

moyennement 

applicable 

prélèvement 15 9 milieu 
conditions de 

stockage 
manuel de prélèvement 

facilement 

applicable 

réception, 

enregistrement 
16 9 méthode 

Conformité des 

prélèvements 

Critères d’acceptation 

des prélèvements connus 

moyennement 

applicable 

transport 17 6 matériel 

Utilisation des 

mallettes de 

transport  

Information, notice 

d’utilisation 

moyennement 

applicable 

prélèvement 18 3 matériel 

Matériel de 

prélèvement 

(aiguille, 

seringue) et 

type de  support 

pour le recueil 

(tube) 

Biobook, pharmacie 
facilement 

applicable 
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b) Phase analytique : 

 

(1) Résultats : 

 

Le processus analytique comprend les étapes de l’échantillon prêt à être analysé 

au résultat d’analyse prêt à être validé. Dans le cas présent, cela consiste en la 

réalisation de la méthode. De la même façon que pour la phase pré analytique, à chaque 

stade, des points critiques ont été mis en avant selon la méthode des 5M et des solutions 

ont été apportées tout en calculant leur indice de criticité. 

ETAPE 5M 
Points critiques 

à maîtriser 
Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit 

Modalités de 

maîtrise 

Réalisation 

du test 

Main 

d’œuvre 

Compétence 

contrôle 

technique, 

réalisation des 

tests manuels, 

lecture des 

résultats, 

validation 

technique 

10 3 1 30 

Fiche 

d’habilitation,  

fiche de poste (FP 

DOC 001) 

 

Matière 

Etat échantillon : 

non hémolysé, 

non contaminé ou 

non lipémique, ne 

pas diluer 

l’échantillon 

6 3 3 54 

MO SER 038, 

selon les 

recommandations 

du fabricant 

 

Réactif : 

IMMUTREP 

TPHA OD 071 

10 1 1 10 contrôle des lots 

 

Milieu 

Conditions 

ambiantes : 

réactifs entre 20 

et 25°c, pas de 

mousse lors de la 

remise en 

suspension 

3 3 1 9 
Sonde de 

température 

 

Conditions de 

stockage des 

réactifs : entre 2 

et 8°c, éviter 

l’exposition au 

6 3 3 54 
Sonde de 

température 
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soleil et 

températures 

excessives, 

conservation 

verticalement 

 

Méthode 

Pertinence des 

modes opératoires 

et disponibilité : 

gestion 

documentaire 

3 1 3 9 

Maitrise du 

système 

documentaire, 

MO SER 038 

Kalilab 

 

Vérification 

initiale de la 

méthode 

3 3 3 27 

Dossier de 

vérification de 

méthodes 

 

Suivi en continu 

des performances 

de la méthode 

6 3 3 54 

Rythme de 

passage des CQI : 

à chaque 

changement de 

lot ou de 

technicienne MO 

SER 038 

 Gestion des EEQ 3 1 3 9 
Abonnement 

CTCB 

 

validation 

technique saisie 

des résultats 

10 3 1 30 

Critère de 

validation 

technique 

 

Matériel 

Maintenance de 

l’équipement 
6 1 3 18 

Fiches de vie, 

gestion des 

alarmes 

 

Equipement : 

Réglage des 

pipettes : 1 

pipette pour les 

prélèvements, 1 

pipette pour les 

réactifs ; agitateur 

100 rpm 8 min 

6 1 3 18 
Maintenance, 

contrôles 

 
Connexion 

logiciel 
6 3 1 18 

Tests connexion 

PGP, SIL 
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(2) Etude : 

 

Les risques les plus importants pour la phase analytique concernent 

l’échantillon, le stockage des réactifs et le suivi en continu des performances de  la 

méthode. Il faut donc mettre en place des modalités de maitrise fiables, rapidement. 

C’est pourquoi nous avons choisi de réaliser les tests suivants : spécificité, robustesse, 

stabilité après ouverture ; ce qui est un moyen de maitriser les risques. En effet, si le 

TPHA est performant (par exemple, l’état de l’échantillon n’influence pas le résultat), le 

risque aura une probabilité plus faible de survenue. 

D’autres risques sont à prendre en compte comme par exemple, les compétences 

du personnel ou la validation technique. Il faudra donc évaluer périodiquement les 

personnes exécutant ce test de diagnostic afin de s’assurer qu’elles possèdent toujours 

les compétences.  
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c) Phase post analytique : 

 

(1) Résultats : 

 

Le processus post analytique comprend les étapes d’interprétation, de validation 

et de rendu des résultats.  

ETAPE 5M 
Points critiques 

à maitriser 
Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Validation 
Main 

d’œuvre 

Validation des 

résultats 
10 1 3 30 

Procédure de 

validation 

biologique des 

sérologies : PO 

VAL 001, PO 

VAL 002, 

formation 

continue 

 Matière 
Feuille de 

résultats 
10 1 3 30 

Vérification 

conformité 

nom/résultat 

 Méthode 

Logiciels : 

validation et 

transfert des 

résultats 

6 3 3 54 
Maitrise des 

logiciels 

 Matériel 

Equipement : 

ordinateur, 

connexion 

logiciel 

3 6 1 18 

Connexion PGP, 

SIL, test 

connexion après 

changement de 

version logiciel 

ou créations de 

nouveaux tests 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maitriser 
Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Conservation 

des 

prélèvements 

Main 

d’œuvre 
Gestion des sérothèques 1 3 1 3 Habilitation  

 Matière 
Prélèvements : Sérums 

positifs et LCR 
1 1 1 1 

Conditions de 

conservation 

post analytique 

 Milieu 
Conditions de stockage 

des prélèvements : tous 
3 1 1 3 

Suivi des t°, 

dates 
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les prélèvements sont 

conservés 1 an à -20°c, 

prélèvements positifs 5 

ans. 

 Méthode 
Congélation des 

prélèvements positifs  
1 1 1 1 MO congélation 

 Matériel 

Congélateur : panne du 

congélateur ou panne 

d’électricité 

6 1 1 6 

Maintenance, 

circuit électrique 

de secours 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maitriser 
Grav Fréq Détec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Elimination 

des déchets 

Main 

d’œuvre 

Personnel 

compétent 
10 1 6 60 

Formation 

élimination des 

déchets et 

DASRI 

 Matière 

Prélèvements 

négatifs, plaques de 

microtitration 

utilisées, embouts 

pipettes 

6 3 3 54 

MO gestion 

des déchets : 

MO DEC 001 

 Méthode Procédure 3 3 6 54 

MO gestion 

des déchets : 

MO DEC 001 

 Matériel 
DASRI : poubelles, 

sacs poubelles 
6 3 1 18 

MO gestion 

des déchets : 

MO DEC 001 

 

(2) Etude : 

 

De même que pour la phase pré analytique, les risques à fort indice de criticité 

ont des modalités de maitrise facilement applicables, ils pourront donc être éviter 

simplement. On remarque que les risques les plus importants concernent surtout 

l’élimination des déchets. Il faudra donc être vigilant sur la formation du personnel 

concerné et sur la diffusion d’informations auprès d’eux. 
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Etape 

Ordre 

de 

priorité 

Ind. 

crit. 
5 M Risque Modalités de maitrise Application 

élimination 

des déchets 
1 60 

main 

d'œuvre 
Personnel compétent 

Formation élimination 

des déchets et DASRI 

facilement 

applicable 

validation 2 54 méthode 

Logiciels : 

validation et 

transfert des 

résultats 

Maitrise des logiciels 
moyennement 

applicable 

élimination 

des déchets 
3 54 matière 

Prélèvements 

négatifs, plaques de 

microtitration 

utilisées, embouts 

pipettes 

MO gestion des 

déchets : MO DEC 001 

facilement 

applicable 

élimination 

des déchets 
4 54 méthode Procédure 

MO gestion des 

déchets : MO DEC 001 

facilement 

applicable 

validation 5 30 
main 

d'œuvre 

Validation des 

résultats 

Procédure de validation 

biologique des 

sérologies : PO VAL 

001, PO VAL 002, 

formation continue 

facilement 

applicable 

validation 6 30 matière Feuille de résultats 
vérification conformité 

nom/résultat 

facilement 

applicable 

validation 7 18 matériel 

Equipement : 

ordinateur, 

connexion logiciel 

Connexion PGP, SIL, 

test connexion après 

changement de version 

logiciel ou créations de 

nouveaux tests 

moyennement 

applicable 

élimination 

des déchets 
8 18 matériel 

DASRI : poubelles, 

sacs poubelles 

MO gestion des 

déchets : MO DEC 001 

facilement 

applicable 

conservation 

des 

prélèvements 

9 6 matériel 

Congélateur : panne 

du congélateur ou 

panne d’électricité 

Maintenance, circuit 

électrique de secours 

moyennement 

applicable 

conservation 

des 

prélèvements 

10 3 
main 

d'œuvre 

Gestion des 

sérothèques 
Habilitation  

facilement 

applicable 

conservation 

des 

prélèvements 

11 3 milieu 

Conditions de 

stockage des 

prélèvements : tous 

les prélèvements 

sont conservés 1 an 

à -20°c, 

prélèvements 

positifs 5 ans. 

Suivi des t°, dates 
facilement 

applicable 

conservation 

des 

prélèvements 

12 1 matière 

Prélèvements : 

Sérums positifs et 

LCR 

Conditions de 

conservation post 

analytique 

facilement 

applicable 

conservation 

des 

prélèvements 

13 1 méthode 

Congélation des 

prélèvements 

positifs  

MO congélation 
facilement 

applicable 
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2. Tests réalisés : 

 

a) Contamination inter-échantillon : 

 

La contamination inter-échantillons a été testée en alternant 3 échantillons 

positifs et 3 échantillons négatifs pour la méthode évaluée. Le témoin positif du coffret 

Immutrep TPHA a été choisi comme échantillon positif et un sérum négatif comme 

échantillon négatif. 

 

b) Spécificité : 

 

Nous avons testé 10 sérums positifs à la maladie de Lyme et 10 sérums positifs à 

la leptospirose afin de vérifier si le test TPHA ne se positive pas en présence d’autres 

anticorps. Nous avons choisi la maladie de Lyme et la leptospirose car ces deux 

maladies sont dues à des bactéries appartenant au genre des spirochètes tout comme 

l’agent de la syphilis. Des réactions croisées sont donc possibles entre ces bactéries.  

 

c) Stabilité des réactifs : 

 

Nous avons simplement testé les réactifs à l’ouverture du coffret et à la fin de 

son utilisation. Nous avons donc comparé les valeurs que le témoin positif donnait à son 

ouverture et lorsque le coffret était vide. Il ne faut pas que les résultats diffèrent de plus 

d’une dilution pour prouver que les réactifs soient stables après ouverture. 
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d) Robustesse : 

 

Nous avons évalué si le temps et la température de conservation des échantillons 

influençaient le TPHA. Nous avons donc testé des sérums avant et après une semaine de 

conservation entre 2 et 8°c, 6 semaines à -20°c, 6 mois et un an à -20°c. Puis nous avons 

comparé les valeurs ensembles afin de visualiser ou non des différences. 

 

C. VDRL : 

 

1. Analyse de risques : 

 

a) Phase pré-analytique : 

 

(1) Résultats : 

 

De la même façon que pour le TPHA, une analyse de risques du VDRL a été 

établie en reprenant chaque phase du processus et en détaillant chaque étape. 

ETAPE 5M 

Points 

critiques  

à maîtriser 

Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 
Modalités de 

maîtrise 

Prélèvement 
Main 

d’œuvre 

Réalisation du 

prélèvement 
10 1 1 10 

Information des 

préleveurs, e-

learning 

 Matière 
Prélèvement : 

sang 
6 3 1 18 

Manuel de 

prélèvement  

 Milieu 
Conditions  de 

stockage 
1 3 3 9 

Manuel de 

prélèvement 

 Méthode Procédure 3 3 6 54 

Catalogue des 

analyses, Manuel 

de prélèvement 
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 Matériel 

Matériel de 

prélèvement 

(aiguille, 

seringue) et 

type de  

support pour le 

recueil (tube) 

3 1 1 3 
Biobook, 

pharmacie 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maîtriser 
Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Transport 
Main 

d’œuvre 

Transport des 

prélèvements 

(délai, 

température) 

6 3 3 54 

Formation 

transport 

échantillons 

biologiques 

 Milieu 
Conditions de 

transport 
3 3 10 90 

MO conditions de 

transport des 

prélèvements 

pour analyse 

sérologique 

 Méthode 
Conditions de 

transport 
3 3 6 54 

Contrat avec les 

transporteurs 

 Matériel 

Utilisation des 

mallettes de 

transport  

1 1 6 6 

Information, 

notice 

d’utilisation 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maîtriser 

Gra

v 
Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Réception 

enregistrement 

Main 

d’œuvre 
Réception, enregistrement  6 6 1 36 

Formation, 

habilitation 

Personnel du RTE 

 Matière 
Sérothèque et aliquotage 

prélèvements 
6 1 6 36 

SER 001, MO 

SER 040 

 Milieu 
Conservation entre  

2 et 8°c pendant 48h 
3 1 6 18 

Suivi t° de 

stockage 

 

Méthode 

Conformité des 

prélèvements 
1 3 3 9 

Critères 

d’acceptation des 

prélèvements 

connus 

 
Enregistrement et 

étiquetage 
1 10 1 10 

MO 

enregistrement 

 
Centrifugation des 

microtubes de pédiatrie 
6 3 6 108 

MO utilisation 

centrifugeuses, 
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critères de 

centrifugation 

connus  

 

Conformité bons de 

demande : 

prescription/enregistreme

nt 

1 10 1 10 
Gestion des non 

conformités 

 Panne  du SIL 3 6 1 18 

Maintenance  

Procédures 

dégradées 

 Matériel 

Informatique : 

transmission du SIL RTE 

au SIL labo, imprimante, 

connexion 

3 10 1 30 
Tests de 

connexion 

 

(2) Etude : 

 

Voir II. Matériels et méthodes, B. TPHA, 1. Analyse de risques, a) phase pré-analytique, 

2) étude. 

 

b) Phase analytique : 

 

(1) Résultats : 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maitriser 
Grav Fréq detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Réalisation 

du test 

Main 

d’œuvre 

Compétence 

réalisation des 

tests manuels, 

lecture des 

résultats, 

validation 

technique 

10 3 1 30 

Fiche 

d’habilitation,  

fiche de poste 

(FP DOC 001) 

 Matière 

Etat échantillon : 

non hémolysé, 

non contaminé ou 

non lipémique, ne 

pas diluer 

l’échantillon 

6 3 3 54 

MO SER 032, 

selon les 

recommandations 

du fabricant 
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Réactifs : 

IMMUTREP RPR 

OD061 ou OD051 

10 1 1 10 contrôle des lots 

 

Milieu 

Conditions 

ambiantes : 

réactifs entre 20 et 

25°c, pas de 

mousse lors de la 

remise en 

suspension 

3 3 1 9 
Sonde de 

température 

 

Conditions de 

stockage des 

réactifs : entre 2 et 

8°c, éviter 

l’exposition au 

soleil et 

températures 

excessives 

6 3 3 54 
Sonde de 

température 

 

Méthode 

Pertinence des 

modes opératoires 

et disponibilité : 

gestion 

documentaire 

3 1 3 9 

Maitrise du 

système 

documentaire, 

MO SER 032, 

Kalilab 

 

Vérification 

initiale de la 

méthode 

3 3 3 27 

Dossier de 

vérification de 

méthodes 

 

Suivi en continu 

des performances 

de la méthode 

6 3 3 54 

Rythme de 

passage des CQI : 

à chaque 

changement de 

lot ou de 

technicienne MO 

SER 032 

 Gestion des EEQ 3 1 3 9 
Abonnement 

CTCB 

 

validation 

technique saisie 

des résultats 

10 3 1 30 

Critère de 

validation 

technique 

 Matériel 
Maintenance de 

l’équipement 
6 1 3 18 

Fiches de vie, 

gestion des 

alarmes 
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Equipement : 

Réglage des 

pipettes : 1 pipette 

pour les 

prélèvements, 1 

pipette pour les 

réactifs ; agitateur 

100 rpm 8 min 

6 1 3 18 
Maintenance, 

contrôles 

 
Connexion 

logiciel 
6 3 1 18 

Tests connexion 

PGP, SIL 

 

(2) Etude : 

 

Les risques les plus importants pour la phase analytique concernent 

l’échantillon, le stockage des réactifs et le suivi en continu des performances de  la 

méthode. Il faut donc mettre en place des modalités de maitrise fiables, rapidement. 

C’est pourquoi nous avons choisi de réaliser les tests suivants : spécificité, robustesse, 

stabilité après ouverture ; ce qui est un moyen de maitriser les risques. En effet, si le 

VDRL est performant (par exemple, l’état de l’échantillon n’influence pas le résultat), le 

risque aura une probabilité plus faible de survenue. 

D’autres risques sont à prendre en compte comme par exemple, les compétences 

du personnel ou la validation technique. Il faudra donc évaluer périodiquement les 

personnes exécutant ce test de diagnostic afin de s’assurer qu’elles possèdent toujours 

les compétences.  
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c) Phase post-analytique : 

 

(1) Résultats : 

 

ETAPE 5M 
Points critiques 

à maitriser 
Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Validation 
Main 

d’œuvre 

Validation des 

résultats 
10 1 3 30 

Procédure de 

validation 

biologique des 

sérologies : PO 

VAL 001, PO 

VAL 002, 

formation 

continue 

 Matière 
Feuille de 

résultats 
10 1 3 30  

 Méthode 

Logiciels : 

validation et 

transfert des 

résultats 

6 3 3 54 
Maitrise des 

logiciels 

 Matériel 

Equipement : 

ordinateur, 

connexion 

logiciel 

3 6 1 18 

Connexion PGP, 

SIL, test 

connexion après 

changement de 

version logiciel 
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ou créations de 

nouveaux tests 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maitriser 
Grav Fréq Detec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Conservation 

des 

prélèvements 

Main 

d’œuvre 
Gestion des sérothèques 1 3 1 3 Habilitation  

 Matière 
Prélèvements : Sérums 

positifs et LCR 
1 1 1 1 

Conditions de 

conservation 

post analytique 

 Milieu 

Conditions de stockage 

des prélèvements : tous 

les prélèvements sont 

conservés 1 an à -20°c, 

prélèvements positifs 5 

ans. 

3 1 1 3 
Suivi des t°, 

dates 

 Méthode 
Congélation des 

prélèvements positifs  
1 1 1 1 MO congélation 

 Matériel 

Congélateur : panne du 

congélateur ou panne 

d’électricité 

6 1 1 6 

Maintenance, 

circuit électrique 

de secours 

 

ETAPE 5M 
Points critiques à 

maitriser 
Grav Fréq Détec 

Ind. 

Crit. 

Modalités de 

maîtrise 

Elimination 

des déchets 

Main 

d’œuvre 

Personnel 

compétent 
10 1 6 60 

Formation 

élimination des 

déchets et 

DASRI 

 Matière 

Prélèvements 

négatifs, plaques de 

microtitration 

utilisées, embouts 

pipettes 

6 3 3 54 

MO gestion 

des déchets : 

MO DEC 001 

 Méthode Procédure 3 3 6 54 

MO gestion 

des déchets : 

MO DEC 001 

 Matériel 
DASRI : poubelles, 

sacs poubelles 
6 3 1 18 

MO gestion 

des déchets : 

MO DEC 001 
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(2) Etude : 

 

Voir II. Matériels et méthodes, B. TPHA, 1. Analyse de risques, c) phase post-

analytique, 2) étude. 

 

2. Tests réalisés : 

 

a) Contamination inter-échantillon : 

 

Trois échantillons positifs et trois échantillons négatifs ont été testés 

successivement. Le témoin positif du coffret Immutrep RPR a été choisi comme 

échantillon positif et un sérum négatif comme échantillon négatif 

 

b) Spécificité : 

 

Nous avons testé 10 sérums positifs à la maladie de Lyme et 10 sérums positifs à 

la leptospirose afin de vérifier si le test ne se positive pas en présence d’autres anticorps. 

En effet, ces deux maladies sont dues à des agents appartenant à la même famille que 

Treponema pallidum, les spirochètes, ce qui peut provoquer des réactions croisées. 

 

c) Stabilité des réactifs : 

 

L’évaluation de la stabilité des réactifs pour le VDRL est semblable à celle pour 

le TPHA. Nous avons testé les réactifs à l’ouverture du coffret et à la fin de son 

utilisation en nous basant sur les valeurs données par le contrôle positif et en les 

comparant. Celles-ci doivent avoir moins d’une dilution d’écart. 
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d) Robustesse : 

 

Nous avons évalué si le temps et la température de conservation des échantillons 

influençaient le VDRL. Nous avons donc comparé les résultats de sérums avant et après 

une semaine entre 2 et 8°c, 6 semaines, 6 mois et un an à -20°c. Si le test est robuste, les 

résultats ne doivent pas différer de plus d’une dilution. 

 

III. Résultats : 

 

A. TPHA : 

 

1. Contamination inter-échantillon : 

 

Les résultats sont conformes aux exigences. En effet, on ne remarque pas de 

contamination inter échantillon (Fig. 12). L’échantillon négatif reste négatif malgré la 

présence du témoin positif à ses côtés. 
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Figure 12 : Contamination inter échantillon TPHA 

 

2. Spécificité : 

 

Les 20 sérums ont tous été négatifs en TPHA. Il n’y a donc pas eu de réactions 

croisées. Par conséquent, ce test est spécifique (Fig. 13). 
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Figure 13 : Spécificité TPHA 
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3. Stabilité des réactifs : 

 

Nous avons pu constater que les valeurs du contrôle positif étaient les mêmes 

(titre = 2560) à l’ouverture du coffret et à la fin de son utilisation. Par conséquent, les 

réactifs sont stables durant toute la durée d’utilisation du coffret (Fig. 14). 

 

Figure 14 : Stabilité des réactifs TPHA 

 

4. Robustesse : 

 

On remarque que les résultats des sérums conservés une semaine entre 2 et 8°c 

ne sont pas significativement différents (moins d’une dilution d’écart) de ceux trouvés à 

J0. De même, les résultats des sérums conservés à -20°c depuis 6 semaines, 6 mois ne 

sont pas significativement différents des résultats d’origine. En revanche, les résultats 

sont significativement différents pour les échantillons conservés pendant 1 an à -20°c. 

En effet, nous avons utilisé le coefficient de Pearson afin de savoir si les deux valeurs 

étaient corrélées ou non. En posant comme hypothèse H0 : les valeurs ne sont pas 

corrélées, nous obtenons une pvalue = 0,68 ; donc supérieur au risque 0,05 et ρ = -0,25 

avec un intervalle de confiance à 95% de [-0,9278 ; 0,8108]. ρ appartient à l’intervalle, 

nous pouvons donc accepter H0 au risque de 5%. Cependant, un nombre faible 

d’échantillons (n = 5) a été testé. Par conséquent, nous ne pouvons pas conclure, la 
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méthode n’est pas validée pour une conservation d’un an mais le TPHA est validé si la 

conservation des échantillons n’excède pas 6 mois (Fig. 15). 
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Figure 15 : Robustesse TPHA 

 

B. VDRL : 

 

1. Contamination inter-échantillon : 

 

Les résultats sont conformes aux exigences, on ne remarque pas de 

contamination inter échantillon (Fig. 16). Les résultats de l’échantillon négatif restent 

négatifs et les résultats du témoin positif restent positifs. 

LACOUR Céleste 
(CC BY-NC-ND 2.0)



85 
 

 

Figure 16 : Contamination inter échantillon VDRL 

 

2. Spécificité : 

 

Les 20 sérums ont tous été négatifs en VDRL. On n’a observé aucune réaction 

croisée. Ce test est donc spécifique (Fig. 17). 
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Figure 17 : Spécificité VDRL 
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3. Stabilité des réactifs : 

 

Le titre du témoin positif est le même (titre = 2) à l’ouverture du coffret et à la 

fin de son utilisation. Les réactifs sont donc stables durant l’utilisation du coffret (Fig. 

18). 

 

Figure 18 : Stabilité des réactifs VDRL 

 

4. Robustesse : 

 

On remarque que les résultats des sérums conservés une semaine entre 2 et 8°c 

ne sont pas significativement différents (moins d’une dilution d’écart) de ceux trouvés à 

J0. De même, les résultats des sérums conservés à -20°c depuis 6 semaines, 6 mois ne 

sont pas significativement différents des résultats d’origine. En revanche, les résultats 

sont significativement différents pour les échantillons conservés pendant 1 an à -20°c. 

En effet, nous avons utilisé le coefficient de Pearson afin de savoir si les deux valeurs 

étaient corrélées ou non. En posant comme hypothèse H0 : pas de corrélation entre les 

variables, nous obtenons une pvalue = 0,95 ; donc supérieur au risque 0,05 et ρ = 0,0383 

avec un intervalle de confiance à 95% de [-0,8735 ; 0,8905]. ρ appartient à l’intervalle, 

nous pouvons donc accepter H0 au risque de 5%. Cependant, un nombre faible 

d’échantillons (n = 5) a été testé. Par conséquent, nous ne pouvons pas conclure, la 

méthode n’est pas validée pour une conservation d’un an mais le VDRL est validé si la 

conservation des échantillons n’excède pas 6 mois (Fig. 19). 
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Figure 19 : Robustesse VDRL 
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IV. Discussion : 

 

A. Choix des vérifications expérimentales : 

 

Ces vérifications expérimentales (contamination inter échantillons, spécificité 

analytique, stabilité des réactifs après ouverture, robustesse) ont été choisies tout 

d’abord par le type du dossier de validation (qualitatif) et par le type de portée
8
. En 

effet, en portée flexible A, seule la contamination inter échantillon est à tester, après 

avoir réalisé une étude bibliographique. Un test de comparaison de méthodes peut être 

effectué s’il existe une méthode de référence dans le laboratoire. 

Nous avons choisi de tester en plus, la spécificité analytique, la stabilité des 

réactifs après ouverture et la robustesse. Ces tests sont facultatifs mais ils ont été 

réalisés en fonction des résultats de l’analyse de risques. En effet, les indices de criticité 

de plusieurs paramètres concernant surtout les réactifs, étaient élevés. Ils présentaient 

donc un risque important d’erreurs, rendant ces examens (TPHA, VDRL) moins fiables. 

Il était donc pertinent de réaliser des tests supplémentaires afin d’avoir un dossier le 

plus complet possible. 

 

B. Cas des liquides céphalorachidiens : 
 

Comme on l’a vu précédemment, la syphilis peut se compliquer en neurosyphilis 

qu’il est très important de détecter rapidement. L’agent pathogène se retrouve donc 

présent dans le liquide céphalo-rachidien dans cette phase de la maladie. C’est pourquoi, 

le laboratoire de bactériologie du centre de biologie nord de Lyon, reçoit très 

fréquemment des échantillons de LCR à tester. Cependant, seule l’utilisation de sérums 

a été évaluée par le fabricant de ces réactifs, la société Omega Diagnostic. 

Il est donc nécessaire et impératif de valider ces deux méthodes pour les 

échantillons de LCR afin de s’assurer qu’elles soient fiables et efficaces. 
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Il faudra donc effectuer une validation de méthode de portée flexible B sur les 

échantillons de LCR. La portée flexible B porte sur une méthode que le laboratoire a 

adaptée selon ses besoins et qui n’a donc pas été évaluée chez le fournisseur. 

 

C. Comparaison de méthodes : 

 

Parmi les 60 sérums testés, 58 montrent des résultats cohérents et concordants, 2 

échantillons sont discordants :  

- N°23 : SYPIE = 1,21 (positif), TPHA et VDRL négatifs.  

- N°44 : SYPIE = 2,97 (positif), TPHA et VDRL négatifs. 

En effet, ils apparaissent positifs par la méthode réalisée par l’Architect et négatifs 

en TPHA et VDRL. Or, on peut remarquer que les valeurs données par l’automate sont 

proches de la limite de positivité (limite = 1) ce qui peut expliquer cette discordance. Il 

faudrait réaliser des examens approfondis (western blot) sur ces échantillons pour 

connaitre quelle méthode a été la plus sensible. 

En revanche, tous les résultats du TPHA et du VDRL sont concordants. On peut 

donc conclure que ces deux techniques sont comparables. 

L’Architect permet de réaliser un screening car c’est un automate de meilleure 

sensibilité et spécificité que le TPHA et le VDRL. Les échantillons positifs sont alors 

testés par un test tréponémique et un test non tréponémique selon la réglementation en 

vigueur. Le laboratoire de bactériologie a choisi le TPHA et le VDRL car ce sont deux 

méthodes de diagnostic faciles d’utilisation, rapides et de faible coût. De plus, ils 

présentent une bonne sensibilité et une bonne spécificité.  

D’autre part, on remarque que ces deux tests n’entrainent pas de risques critiques 

lors de leur utilisation. En effet, ils ne requièrent pas une formation très pointue du 

personnel ou du matériel précieux. 
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D. Bilan : 
 

L’établissement du dossier de validation s’est dans l’ensemble bien déroulé dans 

le laboratoire. Le personnel s’est montré patient et intéressé à sa réalisation, en 

participant notamment à la rédaction de l’analyse de risques.  

Les vérifications expérimentales se sont déroulées en parallèle de l’activité de 

routine du laboratoire, dans un temps relativement court. Elles ont donné des résultats 

conformes aux attentes ce qui permet de valider les deux techniques (TPHA, VDRL). 

Malgré un coût pour le laboratoire, il est important de réaliser ces dossiers de 

validation, en dehors du cadre obligatoire de la norme, pour assurer une sécurité vis-à-

vis du patient et une garantie de fiabilité et de qualité de diagnostic. En revanche, ces 

méthodes doivent être réévaluées périodiquement en actualisant les données, l’analyse 

de risques, en réalisant d’autres tests si nécessaires, en mettant à jour les procédures ou 

en réévaluant le personnel afin de garantir cette qualité de diagnostic dans le temps et 

d’éviter les dérives qui pourraient conduire à l’apparition d’écarts lors d’audits. 

Ces validations de méthode ont mobilisé 3 personnes : un biologiste responsable, 

une technicienne qui me supervisait lors des manipulations ; pendant 70h (35h pour 

l’analyse de risque, 35h pour la réalisation des expérimentations). 
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ISPB - FACULTE DE PHARMACIE 

 

C O N C L U S I O N S 

 

THESE SOUTENUE PAR : Mlle LACOUR céleste 

 

La syphilis est une maladie sexuellement transmissible, due au tréponème pâle, 

en pleine recrudescence depuis les années 2000. Par conséquent, elle représente une 

activité majeure pour le laboratoire avec une centaine de sérums par jour à analyser. 

Elle reste pourtant une infection simple à traiter et à diagnostiquer. En effet, le TPHA et 

le VDRL sont deux tests de diagnostic sérologique, simples à réaliser et rapides. De 

plus, le VDRL constitue un excellent marqueur dans le suivi du traitement et de la 

guérison.  

Dans le cadre de l’accréditation du laboratoire, suite à la loi HPST, nous avons 

établi le dossier de vérification du TPHA et celui du VDRL dans le diagnostic de la 

syphilis, selon le SH FORM 44 (annexes VIII et IX) et les recommandations du SH 

GTA 04. Après avoir effectué une étude bibliographique en nous basant sur les données 

des fournisseurs et de la littérature, nous avons établi une analyse de risque reprenant les 

3 phases que subit un prélèvement : pré-analytique, analytique et post-analytique. Puis, 

nous avons testé différents paramètres : la contamination inter échantillon, la spécificité, 

la stabilité des réactifs et la robustesse. Nous avons choisi ces vérifications en nous 

basant sur les valeurs des indices de criticité des différents items de l’analyse de risque. 

En conclusion, nous avons pu montrer que ces deux techniques étaient conformes aux 

spécifications et aux exigences. 

Par ailleurs, le dossier de validation du TPHA et du VDRL n’a été réalisé que 

pour des échantillons de sérums. Or le laboratoire effectue ces deux tests également sur 

des échantillons de LCR. Nous n’avons retrouvé aucune donnée sur ce type de 

prélèvement dans les études effectuées par le fournisseur. Il faudra donc valider ces 

techniques pour les LCR. Le dossier de validation sera alors en portée B puisqu’il s’agit 

d’une méthode adaptée par le laboratoire. 
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La validation de méthode permet de s’assurer que celle-ci est fiable et 

reproductible. C’est un réel avantage pour le laboratoire car cela lui permet de fournir 

des résultats les plus justes possibles et donc, d’avoir un diagnostic exact. Par 

conséquence, c’est un véritable bénéfice pour le patient car il profitera d’une prise en 

charge plus adéquate et d’un traitement approprié. 

 

Le Président de la thèse, Vu et permis d’imprimer, Lyon, le  

Nom : Pr Joëlle Goudable Vu, la Directrice de l’Institut des Sciences Pharmaceutiques et 

Biologiques, Faculté de Pharmacie 

Signature :  

  Pour le Président de l’Université Claude Bernard Lyon 1, 

 

 

    Professeure C. VINCIGUERRA 
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ANNEXES 

 

Annexe I : Modèle élargi d’un système de management de la qualité 

fondé sur les processus. Système de management de la qualité, lignes 

directrices pour l’amélioration des performances. Norme ISO 9004. 
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Annexe II : Cinétique des anticorps d’une syphilis non traitée et 

traitée. 

 

 

Cinétique des anticorps d’une syphilis non traitée 

 

 

 

Evolution des titres d’anticorps d’une syphilis traitée 
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Annexe III : Comparaison des différents outils de diagnostic. 
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Annexe IV : Rappel sur le cheminement d’un échantillon sanguin. 
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Annexe V : Notice d’utilisation du kit Immutrep TPHA OD071. 

 

LACOUR Céleste 
(CC BY-NC-ND 2.0)



100 
 

 

 

LACOUR Céleste 
(CC BY-NC-ND 2.0)



101 
 

Annexe VI : Notice d’utilisation du kit Immutrep RPR OD061. 
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Annexe VII : Architect. 

L’Architect est un automate d’immunoanalyse commercialisé par la société 

Abbott.  

Il utilise la technologie de chimiluminescence flexible : CHEMIFLEX. Les 

échantillons sont introduits dans l’automate. Ils seront alors en contact avec des 

microparticules recouvertes d’antigène et du diluant. Une réaction antigène-anticorps a 

lieu si les sérums contiennent des anticorps. Puis, il y a une étape de lavage, suivi de 

l’ajout du conjugué anti IgG, anti IgM marqué à l’acridinium. C’est un ester capable de 

se lier aux protéines ou aux acides nucléiques de façon covalente. Cette liaison produit 

une chimiluminescence en présence de peroxyde d’hydrogène. A nouveau, un lavage 

sera effectué. L’automate ajoute alors la solution de pré-activation et d’activation de 

l’acridinium. Enfin, on observe la réaction de chimiluminescence, mesurée en unités 

relatives de lumière (URL). Il existe une relation directe entre la quantité d’anticorps 

présente dans l’échantillon et l’URL. 

Il présente une grande capacité d’analyse (entre 60 et 200 immunodosages par 

jour) avec une cadence moyenne comprise entre 60 et 100 t/h et un résultat en 29 mn. Il 

permet une traçabilité totale des résultats, messages, actions correctives avec le 

traitement instantané des urgences grâce au convoyeur RSH. 
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Annexe VIII : SH FORM 44 TPHA. 

 

Note : le laboratoire se réfèrera au tableau du § 9.2.1 du Document Cofrac SH GTA 04 pour connaître les 

paramètres à déterminer dans le cadre d'une vérification sur site (portée A) ou d’une validation (portée 

B1) et complètera une fiche par examen de biologie médicale 

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE : 

TPHA 

 

DESCRIPTION DE LA METHODE 

Analyte/Mesurande
 
: Anticorps spécifiques de Treponema pallidum 

Principe de la Mesure : 
Test qualitatif d’hémagglutination passive : méthode manuelle, interprétation 

visuelle 

Méthode de mesure : Hémagglutination par détection visuelle 

Marquage CE (Oui/Non) oui 

Codage C.N.Q. (s’il existe) : / 

 

MISE EN OEUVRE 

Opérateurs (Habilitation) :  Laurence BERNIAUD (technicienne), Céleste LACOUR (5AHU) 

Procédure de validation : Procédure générale de validation/vérification des 

méthodes MU-ANA-PG-001, procédure de 

validation/vérification des méthodes qualitatives MU-ANA-

PG-004 

Procédure de gestion de la portée 

flexible : 
Procédure de gestion de la portée d’accréditation MU-

ANA-PG-003 

Période d'évaluation : Du 13/11/12 au 26/02/13 

Date de mise en service :  

Autorisation par : S. TIGAUD 

 

  

                                                           
1 Dans le cadre d’une portée B, le laboratoire aura à sa charge d’établir un protocole d’évaluation propre aux items 

et aux examens concernés par la portée B. 
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MAITRISE DES RISQUES 

Données d'entrée Points critiques à maîtriser Modalités de maîtrise 

Type d'échantillon primaire 

(urine, sang, Type de récipient 

(tubes, …), Additifs : 

Sérum 

MO SER 038, tubes prélevés en dehors 

du laboratoire. Mode opératoire : 

réception des échantillons, manuel de 

prélèvement 

Prétraitement de l'échantillon 

(centrifugation, dilution, …) : 
centrifugation 

MO utilisation centrifugeuses, critères 

de centrifugation connus 

Main d'œuvre (habilitation du 

personnel) : Préciser les 

références des procédures et 

enregistrements. 

Personnel habilité à chaque poste 

de travail 

Formation, habilitation, FP DOC 

001 

Conditions ambiantes requises 

(ex : température, organisation 

des locaux, éclairage,…) : 

Locaux sous surveillance de 

température, conservation du 

coffret entre 2 et 8°c 

Thermostat, sonde de température 

des réfrigérateurs 

Référence du réactif  

(référence fournisseur, 

version) : 

IMMUTREP TPHA OD071 Marquage CE, contrôle à réception 

Matériau de références 

(témoins) : 
Témoin + 

Marquage CE, à chaque 

changement de lot ou de 

technicienne 

Equipements : 

Exigences métrologiques*  

(définir les paramètres 

critiques) 

Exigences informatiques*  

spécifiques 

- Pipetage 
- Conservation des réactifs 

entre 2 et 8°c 
- Conservation des 

échantillons entre 2 et 
8°c jusqu’à 48h, au-delà à 
-20°c 

- Connexion logiciels 

- Contrôle pipettes par un 
organisme extérieur 

- Sonde de température 
- Connexion PGP, SIL 

* item à renseigner si nécessaire 
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VERIFICATION BIBLIOGRAPHIQUE 

Spécificité analytique 

Données fournisseur : Oméga diagnostics LTD immutrep 

TPHA kit : evaluation report, juillet 1997,  

B. MERIAUX. Place des marqueurs sérologiques dans le 

diagnostic et le suivi de traitement de la syphilis à 

propos de 69 cas de syphilis aux hospices civils de Lyon. 

Th. D. pharm, Lyon 1; 2006. 

A. C. SEÑA, B. L. WHITE, P. F. SPARLING. Novel 
Treponema pallidum serologic tests : a paradigm shift in 

syphilis screening for the 21th century. Clin Infect Dis 
2010; 51: 700-8. 

Sensibilité diagnostique 

B. MERIAUX. Place des marqueurs sérologiques dans le 

diagnostic et le suivi de traitement de la syphilis à 

propos de 69 cas de syphilis aux hospices civils de Lyon. 

Th. D. pharm, Lyon 1; 2006. 

A. C. SEÑA, B. L. WHITE, P. F. SPARLING. Novel 
Treponema pallidum serologic tests : a paradigm shift in 

syphilis screening for the 21th century. Clin Infect Dis 
2010; 51: 700-8. 

Robustesse  / 

Contamination entre échantillons / 

Stabilité des réactifs Notice d’utilisation 
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE 

 

SPECIFICITE & SENSIBILITE DIAGNOSTIQUES 

(indispensable en portée B) 

Résultats de l'étude des courbes ROC à 

partir d'une étude clinique : 
Spécificité : 99,6% 

Sensibilité : 98,5% 

Spécificité : test de 10 échantillons positifs à la maladie de Lyme 

et 10 échantillons positifs à la leptospirose. 

 

CONTAMINATION 

Inter échantillon pour les paramètres 

sensibles : Oui 

Inter réactif si nécessaire : / 

Vérification bibliographique : Oui 

Vérification sur site : Vérification en alternant un échantillon + et un échantillon – 

trois fois : absence de contamination inter-échantillon 

 

COMPARAISON DE METHODES  

Méthode précédente, autre méthode 

utilisée dans le laboratoire : 
/ 

Nombre de mesures : / 

Descriptif de l'échantillon étudié : / 

Méthode d'exploitation des résultats 

(études des concordances) : 
/ 

Résultats et interprétations des 

discordances : 

/ 

Conclusions et dispositions
2
 : / 

 

ROBUSTESSE 

(indispensable en portée B) 

Données bibliographiques : Oui 

Résultats : Tests des échantillons avant et après 1 semaine entre 2 et 8°c, 

après 6 semaines, 6 mois et 1 an à -20°c. 

Conclusions et dispositions
2
 : Robuste pour 1 semaine entre 2 et 8°c, et jusqu’à 6 mois à -20°c. 

 

 

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

correction). 

LACOUR Céleste 
(CC BY-NC-ND 2.0)



108 
 

STABILITE 

(indispensable en portée B) 

Données bibliographiques : Oui, notice d’utilisation 

Résultats : Comparaison des titres du témoin + à l’ouverture du coffret et le 

jour de sa dernière utilisation. 

Conclusions et dispositions
2
 : Les valeurs sont égales. Les réactifs sont stables et donc 

conformes. 

 

 

 

Commentaires éventuels : dossier réalisé pour des échantillons de sérums uniquement. 

 

Conclusion : l’ensemble des performances est vérifié. La méthode est déclaré apte par 

rapport aux besoins du laboratoire et à l’utilisation prévue des résultats. 
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Spécificité : 

Fait le 13/11/2012, par L. Berniaud et C. Lacour 

Echantillons : sérum 

Lot : 7036001 

Date de péremption : janvier 2014 

Témoin + : 2560 

 

n° Echantillon TPHA 

1 12415065 lyme + - 

2 12422134 lyme + - 

3 12403180 lyme + - 

4 12411091 lyme + - 

5 12393079 lyme + - 

6 12372080 lyme + - 

7 12344029 lyme + - 

8 12231102 lyme + - 

9 12215085 lyme + - 

10 / lyme + - 

11 12055075 leptospirose + - 

12 12053148 leptospirose + - 

13 11413052 leptospirose + - 

14 11364031 leptospirose + - 

15 11251025 leptospirose + - 

16 10332076 leptospirose + - 

17 10323066 leptospirose + - 

18 10181041 leptospirose + - 

19 10031035 leptospirose + - 

20 9203031 leptospirose + - 

 

 

Contamination inter-échantillon : 

Fait le 13/11/2012, par L. Berniaud et C. Lacour 

Echantillons : témoin + et sérum – 

Lot : 7036001 

Date de péremption : janvier 2014 
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échantillon TPHA 

+ + 

- - 

+ + 

- - 

+ + 

- - 

 

 

Robustesse : 

Fait le 23/11/2012, par L. Berniaud et C. Lacour 

Echantillons : sérum 

Lot : 7036001 

Date de péremption : janvier 2014 

Témoin + : 5120 

 

n° échantillon conservation 
TPHA 

J0 J7 

1 12461063 7j entre 2 et 8°c 1280 1280 

2 12462019 7j entre 2 et 8°c 2560 2560 

3 12462079 7j entre 2 et 8°c 5120 5120 

4 12462082 7j entre 2 et 8°c 640 320 

5 12462128 7j entre 2 et 8°c 640 320 

 

n° échantillon conservation 
TPHA 

S0 S6 

1 12401039 6semaines à -20°c 640 1280 

2 12403015 6semaines à -20°c 10240 10240 

3 12412042 6semaines à -20°c 5120 5120 

4 12412155 6semaines à -20°c 10240 10240 

5 12411094 6semaines à -20°c < 80 < 80 

6 12414076 6semaines à -20°c 5120 2560 

7 12414081 6semaines à -20°c 1280 640 

8 12415052 6semaines à -20°c 640 640 

9 12421063 6semaines à -20°c 1280 640 

10 12423012 6semaines à -20°c 1280 640 
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n° échantillon conservation 
TPHA 

M0 M6 

1 12171095 6mois à -20°c < 80 320 

2 12183093 6mois à -20°c > 20480 > 20480 

3 12183102 6mois à -20°c > 20480 10240 

4 12185025 6mois à -20°c 1280 640 

5 12191004 6mois à -20°c 1280 1280 

6 12193120 6mois à -20°c 1280 1280 

7 12202167 6mois à -20°c 1280 1280 

8 12203059 6mois à -20°c 80 80 

9 12223056 6mois à -20°c 160 < 80 

10 12223166 6mois à -20°c > 20480 ininterprétable 

 

n°  échantillon conservation 
TPHA 

2011 2012 

1 11453049 1an à -20°c 10240 5120 

2 11461034 1an à -20°c 2560 5120 

3 11494054 1an à -20°c 2560 ininterprétable 

4 11495018 1an à -20°c 20480 5120 

5 11502033 1an à -20°c 1280 2560 

 

Stabilité : 

Par L. Berniaud, B. Charton 

Echantillon : témoin + 

Lot : 7037885 

Date de péremption : 06/2014 

 

Date d'ouverture du coffret : 18/02/2013 Titre :  2560 

Date de fin du coffret :  21/02/2013 Titre :  2560 
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Annexe IX : SH FORM 44 VDRL. 

 

Note : le laboratoire se réfèrera au tableau du § 9.2.1 du Document Cofrac SH GTA 04 pour connaître les 

paramètres à déterminer dans le cadre d'une vérification sur site (portée A) ou d’une validation (portée 

B3) et complètera une fiche par examen de biologie médicale 

EXAMEN DE BIOLOGIE MEDICALE : 

VDRL 

 

DESCRIPTION DE LA METHODE 

Analyte/Mesurande
 
: Anticorps « réaginine » anti Treponema pallidum 

Principe de la Mesure : Agglutination non tréponeme qualitative et semi quantitative 

Méthode de mesure : Agglutination 

Marquage CE (Oui/Non) Oui 

Codage C.N.Q. (s’il existe) : / 

 

MISE EN ŒUVRE 

Opérateurs (Habilitation) :  Laurence BERNIAUD (technicienne), Céleste LACOUR (5AHU) 

Procédure de validation : Procédure générale de validation/vérification des 

méthodes MU-ANA-PG-001,  

Procédure de validation/vérification des méthodes 

qualitatives MU-ANA-PG-004 

Procédure de gestion de la portée 

flexible : 
Procédure de gestion de la portée d’accréditation MU-

ANA-PG-003 

Période d'évaluation : 13/11/12 au 25/02/13 

Date de mise en service :  

Autorisation par : S. TIGAUD 

 

  

                                                           
3 Dans le cadre d’une portée B, le laboratoire aura à sa charge d’établir un protocole d’évaluation propre aux items 

et aux examens concernés par la portée B. 
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MAITRISE DES RISQUES 

Données d'entrée Points critiques à maîtriser Modalités de maîtrise 

Type d'échantillon primaire 

(urine, sang, Type de récipient 

(tubes, …), Additifs : 

Sérum 

MO SER 032, tubes prélevés en dehors 

du laboratoire. Mode opératoire : 

réception des échantillons, manuel de 

prélèvement 

Prétraitement de l'échantillon 

(centrifugation, dilution, …) : 
centrifugation 

MO utilisation centrifugeuses, critères 

de centrifugation connus 

Main d'œuvre (habilitation du 

personnel) : Préciser les 

références des procédures et 

enregistrements. 

Personnel habilité à chaque poste 

de travail 

Formation, habilitation, FP DOC 

001 

Conditions ambiantes requises 

(ex : température, organisation 

des locaux, éclairage,…) : 

Locaux sous surveillance de 

température, conservation du 

coffret entre 2 et 8°c 

Thermostat, sonde de température 

des réfrigérateurs 

Référence du réactif  

(référence fournisseur, 

version) : 

IMMUTREP RPR OD061 ou OD051 Marquage CE, contrôle à réception 

Matériau de références 

(témoins) : 
Témoin + 

Marquage CE, à chaque 

changement de lot ou de 

technicienne 

Equipements : 

Exigences métrologiques*  

(définir les paramètres 

critiques) 

Exigences informatiques*  

spécifiques 

- Pipetage 
- Conservation des réactifs 

entre 2 et 8°c 
- Conservation des 

échantillons entre 2 et 
8°c jusqu’à 48h, au-delà à 
-20°c 

- Connexion logiciels 

- Contrôle pipettes par un 
organisme extérieur 

- Sonde de température 
- Connexion PGP, SIL 

* item à renseigner si nécessaire 
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VERIFICATION BIBLIOGRAPHIQUE 

Spécificité analytique Données fournisseur : Omega diagnostic LTD immutrep 

RPR : evaluation report, décembre 1995 

B. MERIAUX. Place des marqueurs sérologiques dans le 

diagnostic et le suivi de traitement de la syphilis à 

propos de 69 cas de syphilis aux hospices civils de Lyon. 

Th. D. pharm, Lyon 1; 2006. 

A. C. SEÑA, B. L. WHITE, P. F. SPARLING. Novel 

Treponema pallidum serologic tests : a paradigm shift in 

syphilis screening for the 21th century. Clin Infect Dis 

2010; 51: 700-8. 

Sensibilité diagnostique B. MERIAUX. Place des marqueurs sérologiques dans le 

diagnostic et le suivi de traitement de la syphilis à 

propos de 69 cas de syphilis aux hospices civils de Lyon. 

Th. D. pharm, Lyon 1; 2006. 

A. C. SEÑA, B. L. WHITE, P. F. SPARLING. Novel 

Treponema pallidum serologic tests : a paradigm shift in 

syphilis screening for the 21th century. Clin Infect Dis 

2010; 51: 700-8. 

Robustesse / 

Contamination entre échantillons / 

Stabilité des réactifs Notice d’utilisation 
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EVALUATION DES PERFORMANCES DE LA METHODE 

 

SPECIFICITE & SENSIBILITE DIAGNOSTIQUES 

(indispensable en portée B) 

Résultats de l'étude des courbes ROC à 

partir d'une étude clinique : 
Spécificité : 98 % 

Sensibilité : 80% au stade primaire, 100% au stade secondaire, 

75% stade tertiaire 

Spécificité : test de 10 échantillons positifs à la maladie de Lyme 

et 10 échantillons positifs à la leptospirose. 

 

CONTAMINATION 

Inter échantillon pour les paramètres 

sensibles : 
Oui 

Inter réactif si nécessaire : / 

Vérification bibliographique : Oui 

Vérification sur site : Vérification en alternant un échantillon + et un échantillon – 

trois fois : absence de contamination inter-échantillon 

 

COMPARAISON DE METHODES  

Méthode précédente, autre méthode 

utilisée dans le laboratoire : 
/ 

Nombre de mesures : / 

Descriptif de l'échantillon étudié : / 

Méthode d'exploitation des résultats 

(études des concordances) : 
/ 

Résultats et interprétations des 

discordances : 

/ 

Conclusions et dispositions
4
 : / 

 

ROBUSTESSE 

(indispensable en portée B) 

Données bibliographiques : Oui 

Résultats : Tests des échantillons avant et après 1 semaine entre 2 et 8°c, 

après 6 semaines, 6 mois et 1 an à -20°c. 

Conclusions et dispositions
2
 : Robuste pour 1 semaine entre 2 et 8°c, et jusqu’à 6 mois à -20°c. 

 

 

 

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

correction). 
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STABILITE 

(indispensable en portée B) 

Données bibliographiques : 
Oui, notice d’utilisation 

Résultats : Comparaison des titres du témoin + à l’ouverture du coffret et le 

jour de sa dernière utilisation. 

Conclusions et dispositions
2
 : Les valeurs sont égales. Les réactifs sont stables et donc 

conformes.  

 

 

Commentaires éventuels : dossier réalisé pour des échantillons de sérums uniquement. 

 

Conclusion : L’ensemble des performances est vérifié. La méthode est déclaré apte par 

rapport aux besoins du laboratoire et à l’utilisation prévue des résultats. 
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Spécificité : 

Fait le 23/11/2012, par L. Berniaud et C. Lacour 

Echantillons : sérum 

Lot : 7036787 

Date de péremption : novembre 2014 

Témoin + : + 

 

n° échantillon VDRL 

1 12415065 lyme + - 

2 12422134 lyme + - 

3 12403180 lyme + - 

4 12411091 lyme + - 

5 12393079 lyme + - 

6 12372080 lyme + - 

7 12344029 lyme + - 

8 12231102 lyme + - 

9 12215085 lyme + - 

10 / lyme + - 

11 12055075 leptospirose + - 

12 12053148 leptospirose + - 

13 11413052 leptospirose + - 

14 11364031 leptospirose + - 

15 11251025 leptospirose + - 

16 10332076 leptospirose + - 

17 10323066 leptospirose + - 

18 10181041 leptospirose + - 

19 10031035 leptospirose + - 

20 9203031 leptospirose + - 

 

 

Contamination inter-échantillon : 

Fait le 23/11/2012, par L. Berniaud et C. Lacour 

Echantillons : témoin + et sérum – 

Lot : 7036787 

Date de péremption : novembre 2014 
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échantillon VDRL 

+ + 

- - 

+ + 

- - 

+ + 

- - 

 

 

Robustesse : 

Fait le 23/11/2012, par L. Berniaud et C. Lacour 

Echantillons : sérums 

Lot : 7036787 

Date de péremption : novembre 2014 

Témoin : 2 

 

n° échantillon conservation 
VDRL 

J0 J7 

1 12461063 7j entre 2 et 8°c 4 8 

2 12462019 7j entre 2 et 8°c 8 8 

3 12462079 7j entre 2 et 8°c 2 2 

4 12462082 7j entre 2 et 8°c 2 2 

5 12462128 7j entre 2 et 8°c 1 1 

 

n° échantillon conservation 
VDRL 

S0 S6 

1 12401039 6semaines à -20°c 32 32 

2 12403015 6semaines à -20°c 32 32 

3 12412042 6semaines à -20°c - 1 

4 12412155 6semaines à -20°c 16 16 

5 12411094 6semaines à -20°c 4 8 

6 12414076 6semaines à -20°c 32 32 

7 12414081 6semaines à -20°c 32 16 

8 12415052 6semaines à -20°c 32 32 

9 12421063 6semaines à -20°c 32 32 

10 12423012 6semaines à -20°c 8 16 
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n° échantillon conservation 
VDRL 

M0 M6 

1 12171095 6mois à -20°c - - 

2 12183093 6mois à -20°c 256 256 

3 12183102 6mois à -20°c 16 32 

4 12185025 6mois à -20°c 32 32 

5 12191004 6mois à -20°c 4 8 

6 12193120 6mois à -20°c 1 1 

7 12202167 6mois à -20°c 4 4 

8 12203059 6mois à -20°c 4 8 

9 12223056 6mois à -20°c 2 2 

10 12223166 6mois à -20°c 256 256 

 

n°  échantillon conservation 
VDRL 

2011 2012 

1 11453049 1an à -20°c 32 32 

2 11461034 1an à -20°c 64 64 

3 11494054 1an à -20°c 16 128 

4 11495018 1an à -20°c 1024 64 

5 11502033 1an à -20°c 16 16 

 

 

Stabilité : 

Par L. Berniaud 

Echantillon : témoin + 

Lot : 7038191 

Date de péremption : 01/2015 

 

Date d'ouverture du coffret :  12/02/2013 Titre : 2 

Date de fin du coffret :  19/02/2013 Titre : 2 
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Annexe X : Sommaire norme ISO 15189 : 
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En 2012, une nouvelle version de la norme a été publiée et qui sera obligatoire à 

partir de 2016. Elle reprend la même organisation que la version de 2007 mais en 

détaillant et en précisant certaines parties. En effet, dans la partie 4, les responsabilités 

en matière d’organisation et de management sont clairement définies. Les exigences en 

matière d’évaluations et d’audits sont précisées.  

De plus, la partie 5 concernant les exigences techniques est plus approfondie que 

la version de 2007 car les exigences relatives aux résultats comprennent également leur 

diffusion, et le laboratoire doit prendre en compte la gestion de son système 

d’information. 
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RESUME 

Dans le cadre de l’application de loi HPST, les laboratoires de biologie médicale 

doivent être accrédités d’ici 2016, selon la norme ISO 15189. L’accréditation passe 

notamment, par la validation des méthodes employées dans le laboratoire. 

Nous avons choisi de valider 2 méthodes de diagnostic de la syphilis, le TPHA 

et le VDRL. En effet, la syphilis est une pathologie en pleine résurgence depuis les 

années 2000 et elle représente la principale sérologie du laboratoire. En outre, ces tests 

sont très utiles dans le suivi du traitement des patients, en plus de présenter chacun, une 

bonne sensibilité et spécificité. 

Nous verrons, en premier lieu, un rappel sur la qualité, ses outils 

méthodologiques, la validation de méthode ainsi qu’une description de la syphilis 

(caractéristiques, méthodes de diagnostic, traitement).  

Puis, nous détaillerons le dossier de validation pour chacun des tests et les 

résultats de leurs vérifications expérimentales. Le dossier de validation doit comporter 

plusieurs parties : la définition du besoin, une étude bibliographique, une analyse de 

risques, la détermination des critères de performances, les vérifications expérimentales 

et l’avis d’aptitude de la méthode. Nous avons choisi de réaliser les tests suivants : test 

de contamination inter-échantillons, test de spécificité, test de stabilité des réactifs après 

ouverture, test de robustesse. 

Enfin, nous discuterons du déroulement de la validation et de son intérêt. 
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