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IV. INTRODUCTION
A. Intérét du phénotypage lymphocytaire

La cytométrie en flux (CMF) est une technique utilisée en laboratoire de biologie médicale
pour de multiples applications, aussi bien pour le diagnostic, le pronostic ou encore le suivi de
diverses pathologies (1). Une de ces applications est le phénotypage des sous-populations
lymphocytaires T. Cet examen est inscrit a la nomenclature des actes de biologie médicale depuis le
1% janvier 1996. Il comprend I'analyse qualitative et quantitative des lymphocytes T (LT) CD3+, CD4+
et CD8+.

Les principales indications de I'immunophénotypage lymphocytaire T sont le diagnostic et le
suivi des déficits immunitaires congénitaux, le suivi des patients greffés de moelle osseuse ou
recevant des traitements immunosuppresseurs (transplantation d’organe, maladies auto-immunes,
syndromes lymphoprolifératifs...), et le suivi des patients séropositifs au Virus de I'lmmunodéficience

Humaine (VIH).

1. Déficits immunitaires congénitaux

Les déficits immunitaires peuvent étre primaires, dus a des mutations dans un des nombreux
génes impliqués dans la Rl ou son contrdle, ou secondaires, par exemple a une infection ou un
traitement médicamenteux. Les immunodéficiences primaires se traduisent généralement par des
infections récurrentes chez les jeunes enfants, mais également par des phénomeénes d’allergie,
d’auto-immunité, des lymphoproliférations anormales, ou encore des cassures de la courbe de
croissance. Le type d’infection suggere souvent le mécanisme du déficit immunitaire sous-jacent : les
infections a bactéries pyogénes orientent vers un défaut en anticorps, en complément ou en
phagocytes alors que les infections fongiques cutanées et les infections virales traduisent

généralement un déficit en LT (2).

Les examens de premiére ligne permettent de poser le diagnostic et de préciser le type de
déficit immunitaire (cellulaire et/ou humorale) : numération formule sanguine (NFP), pour dépister
une éventuelle lymphopénie mais également d’autres perturbations quantitatives des polynucléaires
neutrophiles (PNN) ou des monocytes; dosage pondéral des immunoglobulines; sérologies
vaccinales.

Dans un deuxieme temps, les examens spécialisés permettent d’explorer spécifiqguement
I'immunité adaptative cellulaire et humorale, ainsi que I'immunité innée. C'est a cette étape que le

phénotypage lymphocytaire par cytométrie en flux entre en jeu. L’analyse de base pour la recherche
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d’un déficit immunitaire comprend I'analyse quantitative des sous-populations de LT CD4 et CDS,
celle des lymphocytes B (LB) (CD19, CD20, CD21, IgD, CD27), et des lymphocytes NK (CD3, CD16/56).
Des marqueurs plus spécifiques peuvent également étre recherchés, comme le CD25 ou les
molécules HLA de classe | et Il. D’autres examens faisant appel a la CMF sont également utiles pour
I’étude qualitative des leucocytes : test de prolifération des lymphocytes soumis plus ou moins a
diverses stimulations antigéniques spécifiques et caractérisation des PNN (molécules d’adhésion
membranaire, métabolisme oxydatif...) principalement (3). Enfin, d’autres analyses ne faisant pas
appel a la CMF sont couramment demandées dans ce contexte, comme I'exploration du systeme du
complément, mais surtout la recherche de mutations génétiques caractéristiques de certains déficits
immunitaires (3). La figure 1 présente la démarche diagnostique des principaux déficits immunitaires

congénitauy, illustrant I'importance de la cytométrie en flux dans ce processus.

| sienes paierTe |
s
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Normal Dozage d'Ig6 A M sériquer | —*I Anomalie(s) l
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et/ou fongiques bacteriennes o ’
récurrentes récurrentes o Lymphepénie ialce Sérologies |
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Figure 1. Algorithme décisionnel de diagnostic des déficits immunitaires congénitaux (4)

En jaune, les examens ol la cytométrie en flux intervient comme méthode d’analyse.

Il est a noter que les DI combinés séveres (DICS) sont une urgence diagnostic: la
lymphopénie profonde et les risques infectieux associés peuvent rapidement engager le pronostic
vital avant toute instauration d’'une thérapeutique adéquate. Comme l'illustre les figures 1 et 2, le

diagnostic et la classification d’un DICS reposent sur la numération des sous-populations
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lymphocytaires, soulignant limportance de disposer d'une technique de CMF précise et

reproductible.

Absence de Lymphocytes T

— T

Absence de Lymphocytes B Présence de Lymphocytes B
Absence de NK Présence de NK Absence de NK Présence de NK
Déficit chaine yc Déficit en Rca IL7 ADA Déficit en RAG1/RAG2
Déficit Jak3 Dysgénésie réticulaire Artémis

Figure 2. Classification des déficits immunitaires combinés sévéres (2)

2. Suivi des reconstitutions immunitaires

a) Reconstitution immunitaire aprés greffe de moelle osseuse

L'allogreffe de moelle osseuse (GMO) est le traitement principal de diverses pathologies
telles que certains déficits immunitaires congénitaux et de nombreuses pathologies hématologiques.
Le systéme immunitaire du donneur joue un réle ambivalent dans le succes de la GMO. En effet, il est
désormais reconnu qu’un des principaux mécanismes anti-tumoraux des allogreffes est la destruction
des cellules tumorales par les cellules immunitaires du donneur contenues dans la greffe: c’est
I'effet « greffe contre cancer » (5); ainsi, si le SI du donneur n’est pas assez efficient, on risque
d’assister a la rechute de la pathologie. Au contraire, des cellules immunitaires trop agressives,
notamment les lymphocytes T, peuvent étre responsables de la destruction des organes sains du
receveur, caractérisant la maladie du greffon contre I’h6te (GVHD). Enfin, une immunodéficience
prolongée aprés GMO augmente le risque d’infections séveres, souvent mortelles lorsqu’elles
surviennent ; ces complications infectieuses sont généralement dues a une dysfonction qualitative et
quantitative des LT, notamment CD4, qui peut persister plusieurs années aprées la GMO (6, 7). Cette
balance délicate doit donc étre monitorée avec soins, soulignant I'importance des analyses étudiant

la reconstitution immunitaire aprés allogreffe.

La reconstitution immunitaire apres GMO fait intervenir trois principaux acteurs : les LT
matures résiduels du receveur, dont le réle est ici minoritaire ; les LT matures apportés par le
greffon, qui seront sujets a une expansion homéostatique « thymo-indépendante »; les LT naifs,
issus de la différenciation des cellules souches et progéniteurs du donneur dans le thymus du
receveur (voie «thymo-dépendante ») (Fig.3). La voie thymo-indépendante est prépondérante
pendant les premieres semaines post-greffe, et permet de normaliser la cellularité ; en revanche, elle

entraine des déséquilibres entre les sous-populations T et une restriction de la diversité du répertoire
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T, se traduisant par une perte d’efficacité a répondre aux antigenes étrangers et un risque accru

d’infections opportunistes.

Aprés
conditionnement

I I

Avant TMO T™O a1 mois & 6 mois

0,
0. [5. 1) s L9
°® o' A - n'{_'J‘@ 3 a c:':)t)o
oo P expansion (oY) L Jorom™
L) LI
®on® ®
Lymphocytes T naifs Lymphocytes T Lymphoeytes T naifs
et mémoires/activés mémoires/activés et mémoires/activés
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»
...(_;%U Lymphocytes T Rebond thymique
Q & (ymphocytes T naifs
o .[:10 résiduels d'origine donneur)
Greffe

lymphocytes T naifs
et memoires/actives

Figure 3. Chimérisme du compartiment cellulaire T (8)

Au moment de la GMO, il persiste des LT mémoires/activés (rouge) et de rares LT naifs (vert) du receveur,
mélangés aux LT naifs (bleu) et mémoires/activés (jaune) du donneur. Pendant la reconstitution, les cellules
naives du receveur disparaissent ; on assiste a une expansion homéostatique des cellules mémoires provenant
du donneur et du receveur, ainsi qu’a I'apparition des LT naifs du donneur.

Le phénotypage des populations lymphocytaires T par cytométrie en flux est I'examen le plus
couramment utilisé pour le suivi de la reconstitution immunitaire T post-GMO. Il permet de
discriminer les sous-populations lymphocytaires T CD4 et CD8 naives et matures, grace au marquage
des antigénes de maturité membranaires, généralement le CD45RA associé au CCR7 (Fig.4). La
cytométrie en flux permet également d’évaluer la diversité du répertoire du TCR des lymphocytes T
périphériques (e.g. I0Test® Beta Mark, Beckman Coulter) et d’énumérer les LT récents émigrants du

thymus (9), représentatifs de la reconstitution immunitaire T via la voie thymo-dépendante (7).

T-cell memory
P

i N

Naive T Memory T (T, Effector memory T (Tgy,)
CCR7* CCR7"* CCR7~

CD45RA* CD45RA™

Relative migration
efficiency

Lymph node Skin Mucosa

Figure 4. Différentiation des LT naifs en cellules mémoires (10)

Trois sous-types de LT sont caractérisés par I'expression du CD45-RA et du CCR7 : LT naifs CCR7+ CD45RA+ ; LT
mémoire centraux (Tey) CCR7+ CD45RA- ; LT mémoire effecteurs (Tgy) CCR7- CDA5RA-.
Les LT naifs migrent d’un ganglion a un autre, les Tey, circulent entre les tissus et les ganglions, et les Tgy sont
localisés au niveau des tissus et muqueuses.
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b) Reconstitution immunitaire aprés traitement immunosuppresseur
(1) Transplantation d’organe

Contrairement aux GMO, les transplantations d’organes ne nécessitent pas de
conditionnement pré-greffe ; néanmoins, elles font systématiquement appel a une combinaison de
traitements immunosuppresseurs ciblant les LT et LB du receveur. lls ont pour but de prévenir les
épisodes de rejets aigus, qui prédisposent au rejet chronique et a la perte du greffon. Parfois, un
traitement d’induction est nécessaire pendant les premiers jours de la transplantation, faisant appel
a des anticorps polyclonaux antilymphocytaires (ATG, « globulines antithymocytes »), ou des
anticorps monoclonaux ciblant le CD3 du TCR des LT (Muromonab), le récepteur a I'lL2 (Basiliximab).
Suite a cette phase d’induction, une reconstitution immunitaire T est observée, caractérisée par une
synthése thymique de LT naifs concomitante a une prolifération homéostatique des LT mémaoires
(11). La reconstitution immune peut étre longue, engendrant une lymphopénie T CD4 prolongée chez
certains patients. Lorsque I'on prend I'exemple de la transplantation rénale, la lymphopénie T CD4
semble associée a une augmentation de la morbidité (complications infectieuses et

cardiovasculaires) et de la mortalité post-transplantation (Fig.5) (12).

100 1
90
L
=~ g0
g —O0—CD4 > 300/mm?
< —e— CD4 < 300/mm?*
B 707
60 1
50 T T v v v v
0 1 2 3 4 5
Time after transplantation
(years)

Figure 5. Survie et numération des LT CD4 en transplantation rénale (12)

Les patients étaient stratifies en deux groups selon la présence d’une lymphopénie < 300 LT CD4/uL persistante
plus d’un an post-transplantation (®; n = 81) ou non (o; n = 221). *P < 0.05

Longuet et al. ont montré que le nombre de LT CD4 pré-transplantation, ainsi que celui
mesuré 1 an apres la transplantation, étaient prédictifs de la lymphopénie T CD4 persistante induite
par ATG. La numération des LT CD4 pré-transplantation permettrait ainsi d’identifier les sujets a
risque de complication a long terme et de sélectionner les immunosuppresseurs utilisés en
combinaison avec I'ATG ; en effet, le mycophénolate mofétil et le tacrolimus seraient associés a une
diminution persistante des LT CD4 aprés traitement par ATG, ce qui ne serait pas le cas avec

I’azathioprine et la ciclosporine (13).
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(2) Rituximab
Le Rituximab est un anticorps monoclonal ciblant I'antigéne transmembranaire CD20 des

lymphocytes pré-B et B matures et détruisant ainsi ces cellules. Son utilisation est validée dans le
traitement des lymphomes non hodgkiniens, des LLC, des polyarthrites rhumatoides (PR) et de
certaines granulomatoses, et testée dans de nombreux autres contextes (sclérose en plaque et

autres pathologies neurologiques (14, 15), prévention des rejets de greffe (16), ...).

En 2008, le Club Rhumatismes et Inflammation (CRI) a publié des recommandations sur la
prescription et le suivi des patients sous Rituximab. Le pool de lymphocytes B circulants est déplété
pendant environ 6 a 9 mois suivant la prise de Rituximab, puis un nouveau cycle de traitement doit
étre démarré. Avant l'instauration de ce traitement, un certain nombre d’examens biologiques est
recommandé, dont le phénotypage des lymphocytes B et T; en effet, le dépistage d’une éventuelle
lymphopénie permet de prévenir tout risque infectieux, principale complication de cette thérapie. La
mise en évidence d’un déficit immunitaire est d’ailleurs une contre-indication a I'instauration du
traitement. Par la suite, seule la NFP pour détecter une éventuelle neutropénie est préconisée, tous
les 3 mois. Néanmoins, la quantification des sous-populations lymphocytaires circulantes peut étre
envisagée avant le démarrage d’une nouvelle cure de Rituximab afin d’identifier les patients a risque
infectieux élevé, notamment chez ceux traités de fagon concomitante par d’autres thérapies
immunosuppressives telles que les corticoides ou le méthotrexate. Elle permet également de prédire
les rechutes de la pathologie autoimmune, puisque celles-ci surviennent généralement lors de la
réapparition des LB circulants et de la reprise de la production d’anticorps. Enfin, chez certains
patients résistants au traitement par Rituximab, il est parfois envisagé un relai par traitement anti-
TNFa, Anakinra ou encore Abatacept ; un délai insuffisant apres injection du Rituximab ainsi qu’une
déplétion B persistante, évaluée par un phénotypage lymphocytaire, sont des contre-indications
pour l'instauration de ces thérapies (17).

En 2009, les centres de référence « Arthrite juvénile » et « Cytopénies auto-immunes de
I’enfant » associés au « Club Rhumatisme et Inflammation » ont diffusé des recommandations pour
le traitement des enfants par Rituximab dans les contextes de maladies systémiques ou de
cytopénies auto-immunes. Un des examens clés avant I'instauration du Rituximab est le phénotypage
lymphocytaire B, associé a un phénotypage T en cas de cytopénie auto-immune isolée. En effet,
celui-ci permet d’éliminer un éventuel déficit immunitaire commun variable débutant, pour lequel le
Rituximab pourrait aggraver I'lhypogammaglobulinémie. Apres le traitement, seul le phénotypage B
est recommandé, 6 mois a 1 an aprés la premiére perfusion de Rituximab et/ou avant nouvelle cure

(18).
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3. Patients séropositifs au VIH et numération des LT CD4

a) Brefs rappels sur l'infection a VIH

L'infection par le VIH est connue depuis maintenant plusieurs années, le premier cas
caractérisé datant de 1981 (19). Malgré le développement des traitements antirétroviraux
hautement actifs (HAART) depuis 1996 (20) (combinaison d’au moins trois antirétroviraux de classes
différentes), I'infection a VIH demeure un probléme majeur de santé publique a I'échelle mondiale.
En effet, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a reporté 2,1 millions de nouvelles infections
dans le monde en 2013, amenant la prévalence a 36,7 millions de personnes infectées, ainsi que 1,1
millions de déceés (21). L'Afrique Sub-Saharienne reste la région la plus touchée puisqu’elle

représente 70% des personnes infectées dans le monde (21).

Les premiers diagnostics furent réalisés a partir d’infections opportunistes et de sarcomes de
Kaposi chez des patients homosexuels, hémophiles ou ayant recu une transfusion sanguine, mettant
ainsi en évidence I'immunodépression sous-jacente a ce syndrome, son origine virale et son mode de
contamination (20). Il ne fallut que quelques années pour comprendre que les LT CD4 jouaient un
role majeur dans l'infection a VIH et le développement du syndrome d’'immunodéficience acquise
(SIDA) : seuls les LT CD4 étaient infectés par le virus in vitro (22), I'antigene CD4 était un composant
indispensable du récepteur au VIH (22-24), et le nombre de LT CD4 diminuait au fur et a mesure que
la maladie progressait (24). Les LT CD4 étant indispensables a la coordination de la réponse
immunitaire (RI) cellulaire et humorale contre les antigénes étrangers, il était donc facilement
concevable que I'immunodéficience associée a I'infection a VIH était conséquente a la destruction

des LT CD4, cibles principales du VIH.

La quantification des LT CD4 demeura jusqu’au début des années 1990 le seul outil diagnostic
et pronostic disponible (25), jusqu’a la mise au point de la mesure de la charge virale plasmatique
(pCV) (26, 27). Depuis, la numération des LT CD4 s’est révélée indispensable au suivi des patients
infectés par le VIH, en association a la pCV, aussi bien en tant que marqueur pronostic que critere

d’initiation et de suivi de la réponse aux thérapies antirétrovirales (ART).

b) La numération des LT CD4 comme marqueur pronostic

Hormis la mesure de la charge virale plasmatique, la numération des LT CD4 du sang

périphérique est le seul marqueur pronostic validé de I'infection au VIH.

D’une part, lors de la primo-infection chez des patients non traités, il a été montré qu’un

nombre de LT CD4 inférieur a 500 cellules/uL est associé a un risque de progression de 77% a 2 ans
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(95% Cl, 62%—93%), contre seulement 5% (95% Cl, 0%—12%) chez les patients présentant plus de 750
LT CD4/uL (Fig.6) (28).
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Figure 6. Progression clinique chez les patients VIH+ non traités en fonction de la
numération des LT CD4 (28)

De méme, Williams et al. ont montré que le compte de LT CD4 mesuré lors de la primo-infection a
VIH était un facteur prédictif indépendant de progression clinique chez les patients non traités,

contrairement a la charge virale plasmatique (Tableau 1) (29).

Tableau 1. Facteurs prédictifs de progression clinique chez les patients VIH+ non traités (29)

Univariable unadjusted Multivariable adjusted
Covariate HE (95% CI) p Value HR (95% CI) p Value
Total DMA (logyp DA copies) 416 (2.1-8.26) <0001 357 (1.58-8.08) 0.002
Viral load (logyg RMA copiesy 174 01.14-2.67y 0.011 1.25(0.80-1.95y 0.33
Ch4+ T cell count/100 cells 0.66(0.53-0.82) «0.001 0.67(0.53-0.84) =<0.001

Modele de régression de Cox univarié et multivarié (n=51). Les variables ont
été mesurées avant instauration des ARV. La progression clinique était définie
par un nombre de CD4 < 350/uL ou une initiation des ARV a long terme. CI :
Intervalle de confiance ; HR : hazard ratio.

D’autre part, chez des patients en infection chronique ne recevant pas d’ART ou seulement

un_ARV_en monothérapie, le risque de progression clinique vers un stade SIDA augmente

proportionnellement au déclin du nombre de LT CD4, indépendamment de la charge virale (Tableau
2) (30). De plus, il a été montré que chez les patients en infection chronique depuis plusieurs années,
le nombre de LT CD4 est un meilleur marqueur pronostic que la charge virale, dont la valeur
prédictive est trés importante dans les phases plus précoces de I'infection mais perd de sa puissance
avec I'évolution de la maladie (31, 32). Ainsi, la combinaison des deux biomarqueurs prédit de facon

encore plus robuste la progression clinique (30, 32).
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Tableau 2. Risque de progression clinique vers le stade SIDA en fonction de la

numération des LT CD4 (30)

LT CD4/pL Risque relatif IC95%
<200 4,0 3,0-5,5
200 - 350 2,4 1,9-3,1
350-500 1,8 1,5-2,3
500 - 750 1,5 1,2-1,8

Risque relatif ajusté par rapport a un nombre de LT CD4

> 750/uL (n=1416). IC : Intervalle de confiance.

Chez les patients initiant les HAART pendant la phase chronique de I'infection, le nombre de

LT CD4 est un marqueur prédictif indépendant de I'évolution vers le stade SIDA ou le déces,

notamment plus sensible que la mesure de la charge virale (Tableau 3) (33, 34). La complémentarité

de ces deux marqueurs est aussi confirmée chez les patients sous HAART : Yerly et al. montrent que

le ratio pCV/nombre de LT CD4 est le facteur le plus prédictif de la progression clinique (34),

Lundgren et al. soulignent I'utilité des scores impliquant les deux variables (33).

Tableau 3. Facteurs associés a la progression clinique chez les patients VIH+ initiant les HAART

pendant la phase chronigue (33)

Parameter

RH 95% CI

P

>200
51-200
=50

<500
500-9,999
=10,000

Latest CD4 cell count, cells/mm?

Latest virus load, HIV RNA copies/mL

1.0 —

2.6 1.8-3.6
93 6.1-14.0
1.0 —
13 0.9-2.0
1.8 1.3-25

<.0001
<.0001

14
.001

Model de régression de Cox multivarié (n=2027). Les variables

étudiées dans ce modele étaient le nombre de LT CD4, la pCV, le

taux d’hémoglobine et le statut clinique du patient. La progression

clinique était définie par le déces ou I'apparition d’un critere de

stade SIDA. Cl : Intervalle de confiance ; HR : hazard ratio.

Chez des patientes africaines traitées par HAART dés la PHI, il a été montré que la

numération du nombre de LT CD4 avant instauration des ARV est le seul marqueur pronostic

indépendant (Tableau 4) (35).
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Tableau 4. Facteurs associés a la progression clinique chez les patients VIH+ initiant les HAART pendant la Pl

Univariate Cox model Multivariate Cox model
(variables adjusted on ART duration) (adjusted on ART duration)
P-value HR (CI95%) P-value HR (CI95%)
T°ta| HIV-1 DNA » 0.001 5.38(1.95 - 14.79) 0.999 0.99(0.13-7.94)
(increase of 1 1og10 copies/million CD4 T-cells)
Integrated HIV-1 DNA 0.028 6.11 (1.22 - 30.64) 0.858 0.78 (0.05 - 12.24)
(increase of 1 log10 copies/million CD4 T-cells)
?'asma viral load ‘ <0.001 1.99 (1.35-2.94) 0.768 1.11(0.54-2.28)
(increase of 1 log10 RNA copies/mL)
CD4+ T-cell count <0.001 0.34(0.24-0.48) <0.001 0.47 (0.28 - 0.66)
(increase of 100 cells/pL)

Modele de régression de Cox univarié et multivarié (n=82). Les variables ont été mesurées
avant instauration des ARV. La progression clinique était définie par un nombre de CD4 <
350/uL ou une initiation des ARV a long terme. Cl : Intervalle de confiance ; HR : hazard
ratio.

Enfin, The PLATO Collaboration ont montré que dans une cohorte de 2488 patients en échec
thérapeutigue, le nombre de LT CD4 était associé au risque de décés, aussi bien quand mesuré au
moment de I'échec thérapeutique que lors du suivi (Tableau 5); notamment, aprés échec
thérapeutique, la numération de LT CD4 était le seul marqueur prédictif de mortalité, avec un hazard
ratio de 2,87 (1,65-5,00) et 15,8 (9,28-27,0) pour des seuils respectifs de 50-200 et <50 cellules/uL,
contre 1,02 (0,68-1,55) et 0,97 (0,64-1,48) pour une charge virale de 10 000-100 000 et >100 000

copies/mL respectivement (Tableau 5) (36).

Tableau 5. Facteurs prédictifs de mortalité aprés 3 échecs thérapeutiques (36)

Factor Relative hazard
Univariate Multivariate Multivariate
(baseline)* (time-updated)*
Viral load at baseline, log,, copies per mL
<4 1-00% 1-007 -
4-5 2:58(1-58-419) 1.70 (0-99-2-90) -
>5 678 (4-24-10-8) 248 (1-43-4-29) -
Viral lvad time-updated, luy,, copies perml
<4 1-00t - 1-00
4-5 2:21(1:51-322) - 1.02 (0-68-1-55)
>5 575 (4-09-8-10) - 0-97 (0-64-1-48)
CD4-cell count at baseline, cells per L
>200 1-001 1-00% -
50-200 2:86(1-90-4-32) 2-00(1-28-3.03) -
<50 137(9-32-202) 6-16(3-94-9-64) -
CD4-cell count time-updated, cells per pL
>200 1-001 - 1-00%
50-200 364 (213-622) - 2-87 (1-65-5-00)
<50 27-0(16:9-43-3) - 15-8 (9-28-27-0)

Modele de régression de Cox univarié et multivarié, ajusté sur les
caractéristiques démographiques, le stade clinique CDC aprés 3éme
échec thérapeutique et le nombre d’ARV pris aprés [I'échec
thérapeutique. « Baseline » correspond au moment de [I'échec
thérapeutique ; « Time-updated » correspond a n’importe quelle valeur
mesurée pendant le suivi du patient. t p < 0.05
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c) La numération des LT CD4, critére d’initiation des ART

La question perpétuelle soulevée depuis I'avenement des ART en 1996 a été le moment
opportun de l'initiation du traitement chez les patients VIH+ (Fig.7) (37). Aprés quelques années de
tdtonnement, le seuil de LT CD4 recommandé a chuté a 200/uL au début des années 2000,
notamment par prudence a cause de la toxicité des antirétroviraux. Des essais cliniques
d’interruption de traitement lorsque les LT CD4 dépassaient 350/uL ont alors vu le jour ; en 2006, les
résultats de ces essais cliniques ont prouvé que l'interruption des ART sur ce critére était délétere,
c’est-a-dire que l'infection par le VIH était plus néfaste que les effets indésirables des antirétroviraux
(ARV), d’autant plus dans les pays en voie de développement (38, 39). Entre 2006 et 2010, le seuil de
LT CD4 pour l'initiation des ART est augmenté a 350/uL, conforté par plusieurs études montrant une
diminution de la mortalité et des cas de tuberculose (40, 41). Depuis, le seuil de LT CD4 recommandé
par toutes les sociétés savantes a encore augmenté, passant a 500 LT CD4/uL, pour notamment
prévenir la transmission de I'infection, mais sans bénéfice évident sur la mortalité ou la progression
vers le stade SIDA (42). Nous tendons maintenant vers la disparition du compte de LT CD4 comme

critére d’initiation des ARV (43).
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Figure 7. Evolution temporelle du critére LT CD4 pour 'initiation des ARV chez les patients VIH+

asymptomatiques (37)

DHHS: U.S. Department of Health and Human Services; EACS: European AIDS Clinical Society; IAS:
International AIDS Society; WHO: World Health Organisation (=OMS)

L’OMS a établi des recommandations internationales en 2013 en faveur d’une ART pour tous
les patients présentant une nombre de LT CD4 < 500/uL (44) ; ces directives ont amené le nombre de

patients séropositifs éligibles a un traitement antirétroviral a 26 millions dans les pays en voie de
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développement, contre 17 millions lors des précédentes recommandations de 2010 (44). Ces chiffres

devraient encore augmenter avec les nouvelles recommandations de 'OMS de 2015, préconisant

que les ART devraient étre initiées chez tout patient infecté par le VIH, quel que soit sa numération

de LT CD4 (Tableau 6) (45). Le risque avec ces nouvelles directives est de passer a c6té des individus

les plus graves présentant des stades avancés de l'infection, perdus au milieu de ces millions de

nouveaux patients éligibles aux traitement ; c’est ici qu’intervient a nouveau la numération des LT

CD4, qui figure dorénavant comme critere de gravité dans les recommandations de 2015, aidant a

stratifier les patients a prioriser lors de 'initiation des ART (Tableau 6) (45).

Tableau 6. Recommandations OMS 2015 pour l'initiation des ART chez les patients VIH+ (45)

Target
population

Adults®
(=19 years)

Pregnant and

breastfeeding
women

Adolescents
(10-19 years old)

Children
(1 to <10

years old)

Children
(<1 year old)

d)

Specific recommendation

ART should be initiated in all adults
living with HIV at any CD4 cell count

As a priority, ART should be initiated in
all adults with severe or advanced HIV
clinical disease (WHO clinical stage 3 or
4) and ingividuals with CD4 count s350
cells/mm?

ART should be initiated in all pregnant

and breastfeeding women living with
HIV at any CD4 cell count and continued
lifelong

ART should be initiated in all
adolescents living with HIV at any CD4
cell count

As a priority, ART should be initiated in
all adolescents with severe or advanced
HIV clinical diceace (WHO clinical <tage
3 or 4) and individuals with CD4 count
<350 cells/mm?

ART should be initiated in all children 1
to <10 years old living with HIV at any

CD4 cell count

As a priority, ART should be initiated
among all children <2 years old and those
with severe or advanced HIV dlinical
disease (WHO clinical stage 3 or 4) and
individuals with CD4% <25% (if <5 years
old) or CD4 count <350 cells/mm? (if =5
years old)

ART should be initiated in all children
living with HIV younger than 1 year old
at any CD4 cell count

Strength of the
recommendation

Strong

Strong

Strong

Conditional

Strong

Conditional

Strong

Strong

Quality of
the evidence

Moderate

Moderate

Moderate

Low

Moderate

Low

Moderate

Moderate

La numération des LT CD4, marqueur de la réponse aux ART

Il est reconnu depuis longtemps que la numération des LT CD4 est prédictive de la réponse

aux ARV, en termes de progression clinique et d’éventuels échecs thérapeutiques (46-50). Pourtant,
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selon les recommandations de I'OMS, le dépistage d’un éventuel échec thérapeutique repose sur la
seule mesure de la charge virale plasmatique. Néanmoins, ces récentes directives présentent la
numération des LT CD4 comme le principal outil de suivi de la réponse aux ART « si la mesure de la
charge virale n’est pas disponible en routine » (44). Cette situation est fréquente dans les pays en
voie de développement ; de plus, lorsque le dosage de la pCV est accessible dans ces pays, sa mesure
systématique en routine pour le suivi de la réponse aux ART engendrerait des cots trop importants,
non abordables pour la majorité des patients. Ainsi, de nombreuses équipes s’appliquent a élaborer
et évaluer des scores cliniques prédictifs des échecs thérapeutiques, n’incluant pas le dosage de la
pCV (51-53). Un des objectifs de ces scores serait de cibler les patients a risque de rechute et
nécessitant en priorité une mesure de leur pCV, permettant leur prise en charge plus précoce et
diminuant ainsi les risques de déces ou évolution de la pathologie ; c’est la notion de « mesure de la
pCV ciblée ». Notamment, le score développé par Phan et al. (53) est intéressant car il a pu étre testé
sur site au Cambodge (54) mais également évalué en Ouganda (55) et au Lesotho (56). Ce score
clinique prédictif regroupe 8 paramétres, dont 4 reposent sur la numération de LT CD4, mettant en
évidence I'importance de cette analyse pour le suivi des patients sous ART lorsque la charge virale

n’est pas disponible.

La numération des sous-populations lymphocytaires est donc devenue un examen
indispensable pour le suivi et le diagnostic de nombreuses pathologies. La majorité des patients
suivis dans notre laboratoire d'immunologie cellulaire étant infectés par le VIH, nous avons décidé de
nous focaliser dans cette these sur la numération des LT CD4 uniquement. De par I'importance de ce
biomarqueur dans la prise en charge de cette pathologie, on comprend bien la nécessité de
développer une technique de mesure précise, reproductible et standardisée, utile a la fois pour les
analyses de routine des laboratoires de biologie médicale que pour les essais cliniques
multicentriques. C’est ainsi que la cytométrie en flux, technologie connaissant ses balbutiements au
moment de la découverte de l'infection a VIH, a commencé a se répandre dans les laboratoires

hospitaliers, pour devenir aujourd’hui la méthode de référence de numération des LT CD4.
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B. La cytométrie en flux, méthode de référence de la numération des LT CD4

1. Historique

a) Développement de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux est considérée comme la méthode de référence pour la numération des
LT CDA4. Le premier « trieur de cellules marquées par fluorescence » (FACS) apparu a la fin des années
1960, grace a Leonard Herzenberg, généticien et immunologiste, lassé de passer de longues heures
dans une piece noire a compter manuellement des cellules fluorescentes au microscope ; en effet, il
décida d’ajouter une source lumineuse et des photomultiplicateurs au trieur de cellules inventé par
Mack Fulwyler a partir d’'un compteur Coulter. Ainsi, les cellules marquées par un anticorps couplé a
un fluorochrome pouvaient étre identifiées par leur signal fluorescent plutot que par leur simple
volume cellulaire. Dans les années 70, le développement de la technique d’hybridome par César
Milstein, permettant la production d’anticorps monoclonaux, signa les débuts du succés du

phénotypage lymphocytaire en clinique (57).

Les premiers cytometres étudiaient les leucocytes issus d’échantillons centrifugés en gradient
de densité pour éliminer les érythrocytes; seuls 3 parametres cellulaires pouvaient étre analysés
simultanément : la taille (forward scatter, FS), la granulosité (side scatter, SS) et un unique signal
fluorescent (Isothiocyanate de fluorescéine, FITC) ne permettant d’identifier qu’une seule propriété
extrinseque de la cellule. On pensait alors que cette stratégie était suffisante, considérant que
chaque marqueur était spécifique d’une seule lignée cellulaire et d’une seule fonction (58). Quelques
années seulement suffirent a montrer que le CD4 était exprimé aussi bien par les LT que les
monocytes. De méme, on découvrit que le CD8 était retrouvé a la surface des LT et des NK; et
ensuite, que les CD4 et les CD8 n’étaient pas des marqueurs spécifiques de lignée mais seulement de

fonction (58).

Au milieu des années 80, la seconde génération de cytométres fit son apparition grace a la
mise au point des lasers a argon refroidi par air et l'arrivée d’'un deuxieme fluorochrome
(Phycoérythrine, PE). Ces cytomeétres permirent alors I'analyse simultanée des 4 parametres FS, SS,
signal fluorescent du FITC et du PE. La disponibilité d’un deuxieme fluorochrome boosta également le
développement d’autres anticorps monoclonaux dirigés contre différents épitopes leucocytaires. A la
méme époque, des techniques simples et plus reproductibles sur sang total virent le jour grace a
I'ajout d’'une étape de lyse des érythrocytes. Des mélanges de couples d’anticorps furent
commercialisés, avec des concentrations optimales d’anticorps préts a 'emploi. Ces étapes signérent

la démocratisation de I'analyse par CMF, accessibles dorénavant aux petits laboratoires (58). Dés le
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début des années 1990, un troisieme fluorochrome vu le jour, le premier fluorochrome
tandem naturel : la protéine chlorophylle-peridine (PerCP); s’ensuivirent la commercialisation de
nombreux fluorochromes tels que I'ECD et du CyChrome (58). Coulter en 1994 fut le premier a
mettre au point une technique de cytométrie a 4 couleurs utilisable en clinique et ne nécessitant
gu’un seul laser. La société Becton Dickinson (BD) en 1996 fut la premiére a commercialiser une
technique 4 couleurs, mais basée cette fois sur 'emploi de 2 lasers (58). De nos jours, les cytometres
peuvent étre équipés jusqu’a 5 lasers et détecter 18 fluorescences simultanées (BD FACS Aria SORP,
FORTESSA LSR IlI); BD a méme annoncé en début d’année 2016 le lancement du cytomeétre
FACSymphony™, qui serait capable d’analyser plus de 50 parametres de fagon concomitante (59).
L’évolution de cette technologie ne s’arréte pas la ; en effet, une nouvelle technique de « cytométrie
de masse », associant la cytométrie de flux a la spectrométrie de masse, permet d’analyser plus
d’une trentaine de marqueurs cellulaires simultanément, grace a un marquage par des anticorps
couplés a des métaux lourds (60). Grace a ces modifications successives, la cytométrie en flux est en

constante évolution et est utilisée dans de multiples applications cliniques (Tableau 7) (61).

Tableau 7. Applications cliniques de la cytométrie en flux (61)
Recent Clinical Cytometric Tests

1. Immunephenotyping
a. Leukocyte differential (immuno diff)
b. Lymphocyte subsets (secondary immunodeficiencies,
=Y. ..}
¢. Primary immunodeficiencies (SCID, CVID...)
d. Lymphoma
e. Acute leukemia
f. Multiple myeloma
g. Stem cells (CD34)
h. PNH
I. HLA-B27
|- Manocyte immunoparalysis (HLA-DR on monaocytes)
2. Nucleic acid analysis
a. DNA content (aneuploidy)
b. Cell cycle analysis
c. RNA content (retics, reticulated platelets)
3. Autoantibodies against . . .
a. Platelets (screening for platelet associated immunoglobu-
lin or specific SASPA)
b. Neutrophils (1gG)
c. Lymphocytes (HIV)
d. Donor cells (flow crossmatch in transplantation)
4. Cellular function
a. Lymphocyte transformation (Scatter, CD69, BrdU...)
b. Cytokine secretion tests (intracellular cytokines)
c. NK-Assay (natural killer assay eg. with tumor target cell
line K652)
d. Phagocytosis
e. Oxidative burst
f. Chemotaxis
g. Basophil degranulation (allergy test)
h. Serotonin release (gray platelet syndrome)
5. Dye binding
a. EMA-Test for spherocytosis
6. Suspension bead arrays
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b) Numération des LT CD4
Deux méthodes reposant sur la cytométrie de flux sont couramment utilisées pour la

numération des LT CD4.

(1) Les méthodes double-plateforme

Les méthodes double-plateforme nécessitent deux instruments pour obtenir le résultat de la
numeération des LT CD4 : un automate d’hématologie pour déterminer le nombre de leucocytes et
lymphocytes, et un cytométre de flux pour mesurer la proportion de LT CD4 et en déduire la valeur
absolue correspondante (62, 63). La population de référence, généralement les lymphocytes, doit
étre définie avec la plus grande précision ; en effet, dans cette méthode, la précision du résultat en
valeur absolue est déterminée par celle de l'automate d’hématologie et est basée sur un
chevauchement exact des critéres de définition des lymphocytes sur les deux automates. Le but est
d’inclure tous les lymphocytes (recouvrement) tout en excluant les cellules non désirées afin de
maintenir une pureté Ila plus optimale possible ; notamment, la discrimination
lymphocytes/monocytes est un point majeur de l'identification correcte des lymphocytes. Ainsi,
malgré les progres réalisés en termes de standardisation et contrdles de qualité, la combinaison de
multiples technologies augmente indéniablement Ila variabilité des résultats. Ceci est
particulierement problématique dans les études multicentriques utilisant différents automates

d’hématologie, notamment lors des études sur des patients HIV+ (1).

En 1997, le CDC (Centers for Disease Control and Prevention) a publié des recommandations
internationales pour la numération des LT CD4 chez les patients VIH+ par méthodes double-
plateforme, majoritairement utilisées a cette époque. Le principal argument portait sur le fenétrage
des lymphocytes, paramétre critique des méthodes double-plateforme; le marquage deux couleurs
étant le plus répandu, le CDC recommandait l'utilisation d’au moins trois tubes contenant
respectivement des anticorps anti-CD45/CD14, anti-CD3/CD4 et anti-CD3/CD8. Le CDC soulignait
I'importance d’obtenir un taux de recouvrement supérieur ou égal a 95%, et un taux de pureté

supérieur ou égal a 90% pour valider les résultats (64).

(2) Les méthodes simple-plateforme
La méthode simple plateforme a été développée ultérieurement, et ne requiert qu’un seul
automate, le cytometre de flux. Aucune population de référence n’est nécessaire a la détermination
des valeurs absolues de la population d’intérét, puisque celle-ci est directement identifiée par une
combinaison de marqueurs de lignée, et les cellules correspondantes énumérées (1). La valeur
absolue de la population d’intérét provient en majorité de I'utilisation de billes de calibration

couplées a des fluorochromes et ayant été ajoutées en volume égal au sang total ; I'utilisation de
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pompes volumétriques qui rapportent le nombre d’événements comptés a un volume précis de sang
total analysé est également possible. Dans ce contexte, il apparait évident que le principal facteur de
variabilit¢ de la méthode simple-plateforme est I'étape de prélevement. L'utilisation de billes
calibrées est délicate; elle impligue une homogénéisation parfaite de la solution de billes
(sédimentation, agrégats) et des opérateurs qualifiés, habitués a utiliser la technique recommandée
de pipetage inverse (bulles, adhérence aux parois du tube, ..) (1, 65). Pour les techniques
volumétriques, la calibration de linstrument est fondamentale et la précision du volume
échantillonné doit étre controlée régulierement. Malgré cette apparente complexité, il a été montré
que les méthodes simple-plateforme présentent une meilleure reproductibilité que les méthodes

double-plateforme (65-67).

En 2003, le CDC a élaboré de nouvelles recommandations aux vues de I'expansion des
techniques simple-plateforme. Le but de ces recommandations était d’augmenter la reproductibilité
et I'exactitude des résultats, améliorer la prise en charge des bilans posant des problemes de
fenétrage des populations lymphocytaires et diminuer le nombre de ré-analyses nécessaires.
Premierement, la stratégie de fenétrage préconisée pour l'identification des lymphocytes est
I'association du parametre de diffraction de la lumiere SS au marqueur pan-leucocytaire CDA45 :
cellules CD45" SS°. En effet, il a été montré que les laboratoires n’utilisant pas le CD45 avaient deux
ou trois fois plus de chance de rendre des résultats inexacts de LT CD4 (1, 68). Ensuite, un marquage
trois ou quatre couleurs est conseillé (68); ainsi, pour le marquage trois couleurs, deux tubes
différents avec les anticorps anti-CD45/CD3/CD4 et anti-CD45/CD3/CD8 doivent étre réalisés, avec
une discordance entre le résultat de LT CD3+ <2% entre les tubes; le marquage 4 couleurs doit
combiner anti-CD45/CD3/CD4/CD8. Enfin, avec une technique simple-plateforme, le CDC
recommande ['utilisation d’une lyse sans lavage. Les techniques de lyse sans lavage entrainent
davantage de bruit de fond et éliminent peu les débris cellulaires par rapport aux lyses avec lavage;
de plus, certains réactifs de lyse peuvent altérer les caractéristiques cellulaires (SS, FS et marqueurs
de surface) (1). L'avantage principal des techniques sans lavage est que la relation initiale entre le
nombre de cellules sanguines et le volume sanguin est entierement conservée grace a des facteurs
de dilution connus, permettant une détermination précise des valeurs absolues. De plus, ces
techniques s’affranchissent des inconvénients liés aux manipulations et centrifugations multiples :
perte cellulaire et formation d’agrégats cellulaires exclus du fenétrage des lymphocytes a cause de
leur taille importante (62). Ainsi, 'utilisation de cette technique de lyse améliore I'exactitude et la

reproductibilité des résultats (1, 62).
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2. Problématique actuelle d’accréditation de la cytométrie en flux

La norme ISO 15189 a été créée en 2003 dans le but d’homogénéiser les pratiques et le
rendu des résultats biologiques par les laboratoires médicaux au niveau international. L’accréditation
d’un laboratoire atteste que celui-ci a répondu aux exigences de qualité internationales et génére
des données robustes et comparables. C'est un processus continu, a renouveler. Elle n’'impose pas
aux laboratoires de travailler dans des conditions exactement identiques, mais s’assure que des
procédures de qualité sont en place pour monitorer les diverses étapes conduisant au résultat

biologique, identifiant, résolvant et tracant toute erreur potentielle pouvant impacter le résultat (61).

Le processus d’accréditation implique bien slr pour le laboratoire de démontrer sa
compétence dans une méthode spécifique, utilisée dans les indications appropriées. Il implique
également d’améliorer sa politique de management dans sa globalité, en comprenant le
fonctionnement de I'ensemble de la structure hospitaliére, en clarifiant les procédures et les taches
de chaque membre de I'équipe, en s’assurant du bon déroulement de chaque étape pré-
analytique/analytique/post-analytique, ou encore en garantissant la formation continue du
personnel. La finalité de cette démarche est d’éviter les erreurs, améliorant ainsi la confiance des

patients, médecins et partenaires du laboratoire médical (61).

L'accréditation n’est pas obligatoire en Europe, mais I'est en France, encadrée par le COmité
FRancais d’Accréditation (COFRAC). De facon intéressante, I'ESCCA (European Society of Clinical Cell
Analysis) a testé I'opinion des cytométristes en Europe vis-a-vis de I'accréditation en 2010. Sur 157
participants, 98% reconnaissaient la nécessité d’accréditation, mais seulement 19% étaient entrés
activement dans le processus (61). Pourtant, la cytométrie en flux est une méthode complexe, qui
reste peu standardisée malgré son essor et 'importance des résultats biologiques qu’elle engendre
pour le suivi des patients et les décisions cliniques et thérapeutiques. De plus, ce manque de
standardisation représente une limite aux essais cliniques inter-laboratoires (61). Les techniques de
cytométrie en flux, décrites précédemment, sont tres variées; elles utilisent des réactifs et des
réglages des automates différents d’un laboratoire a I'autre, et ne se basent généralement sur
aucune référence reconnue. Des contréles quotidiens de la stabilité des cytometres sont requis pour
évaluer les éventuels problemes au niveau de la fluidique, des lasers et des photomultiplicateurs (e.g.
Flow-Set™ et Flow-Check™Fluorospheres, Beckman Coulter). De plus, le but de la cytométrie en flux
est de caractériser une population cellulaire dynamique au sein de cellules hétérogénes et variables,
ce qui implique que I'analyse d’un patient a I'autre n’est jamais identique. Ainsi, la cytométrie en flux
requiert des opérateurs trés expérimentés. On comprend donc bien tout I'enjeu et la difficulté de

I"accréditation de cette méthode d’analyse.
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Pour pallier a certaines de ces difficultés, la société Beckman Coulter (BC) a récemment
proposé un nouveau cytomeétre de flux, appelé AQUIOS CL. Il se base sur une méthode simple
plateforme, volumétrique, totalement automatisée pour énumérer les sous-populations
lymphocytaires T, notamment CD4. Seuls les réactifs dédiés a I’AQUIOS CL peuvent étre utilisés, et
aucune calibration n’est requise en dehors des maintenances annuelles préventives. Des contréles de
qualité internes et externes internationaux ont été concus spécifiquement pour cet automate. Ainsi,
I’AQUIOS CL pourrait répondre plus aisément aux criteres d’accréditation définis dans la norme 1SO
15189 (61, 69-71), et son utilisation permettre une meilleure standardisation des résultats de

numeération de LT CD4 entre différents laboratoires (72).

3. L’AQUIOS CL

Beckman Coulter a récemment commercialisé un nouveau cytométre de flux: ’'AQUIOS CL. |l
a été accepté en novembre 2015 a la préselection du Programme de Diagnostic In Vitro de I'OMS
(73). AQUIOS CL peut donc dorénavant étre utilisé spécifiquement pour le diagnostic ou le suivi
immunologique des patients immunodéprimés ; ainsi, cet automate a été congu pour prendre en
charge les phénotypages lymphocytaires de routine, notamment la numération des valeurs absolues

de LT CDA4.

L’AQUIOS CL est un systeme simple plateforme, automatisé, qui détermine les valeurs absolues des
cellules par analyse volumétrique, sans utilisation de billes calibrées. Aucune calibration, aucune
standardisation journaliere des parametres d’acquisition (i.e. pas de billes Flow-Set™Fluorospheres —
Beckman Coulter) ni aucun contréle journalier du laser et de la fluidique (i.e. billes Flow-
Check™Fluorospheres — Beckman Coulter) n’est nécessaire. Le bon fonctionnement du cytométre est
suivi par le passage quotidien des contréles internes de qualité (CQl). Un systéeme d’algorithmes
complexes fenétre les différentes sous-populations d’intérét, limitant théoriquement la relecture
manuelle par I'opérateur. ’AQUIOS CL semble donc étre une alternative aux techniques actuelles de

cytométrie, complexes, couteuses et requérant des opérateurs tres expérimentés.

a) Présentation et principe de fonctionnement
L’AQUIOS CL est composé de plusieurs entités : le cytometre lui-méme ; une station de travail
a partir de laquelle est piloté le cytomeétre et sur laquelle les résultats sont validés techniquement ;
un gestionnaire d’alimentation permanente (ondulateur); le chariot d’alimentation, contenant

notamment le container de liquide de gaine et celui des déchets (Fig.8).

-37 -

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



Figure 8. Composants de ’AQUIOS CL

1. Cytometre ; 2. Station de travail ; 3. Gestionnaire d’alimentation permanente ; 4. Chariot d’alimentation

L’AQUIOS CL effectue des analyses multiparamétriques grace a un laser solide bleu de 488
nm, quatre canaux de fluorescence (Fig.9), une détection de diffusion axiale (FS) et de diffusion

orthogonale (SS), ainsi que des mesures d’amplitudes volumétriques (EV : volume électronique).

Figure 9. Banc optique de ’AQUIOS CL

Le détecteur de volume électronique mesure l'impédance électrique de la cellule. La cellule
de mesure est remplie de liquide de gaine conducteur et contient deux électrodes qui créent un léger
courant a travers I'ouverture de la cellule de mesure. Lorsqu’une particule (érythrocyte, leucocyte,
débris...) est aspirée dans le canal de la cellule de mesure, son volume déplace une quantité
équivalente de solution d’électrolytes. Ceci modifie I'impédance de la cellule d’analyse et engendre
un signal électrique qui est proportionnel au volume particulaire ; ce signal est appelé volume
électronique. La mesure de volume électronique est basée sur le principe Coulter et n’est disponible

sur aucun autre cytomeétre de flux utilisé en clinique (74).
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L’AQUIOS CL utilise une technologie appelée « Load & Go » : il prend entierement en charge
I"analyse, de I'identification de I’échantillon au rendu du résultat dans un systeme totalement fermé.
A partir d’un échantillon de sang total prélevé sur tube EDTA, les différentes étapes du processus
analytique sont les suivantes :

- Chargement du tube sur une cassette : le tube doit présenter un code-barres, transmettant
au cytometre les informations relatives au patient ainsi que I'analyse a effectuer.
- Préparation
o Le code-barres est scanné.
o L’échantillon est agité puis 140 plL de sang sont aspirés par la seringue de préparation
= || est a noter qu’aucun échantillon ne doit théoriquement étre débouché
puisque les bouchons pergables sont pris en charge sur I’AQUIOS CL; ceci
limite nettement le risque infectieux lié aux manipulations habituellement
requises sur les autres cytometres.
o Seuls 43 plL de sang sont déposés dans un puits de la plaque 96 puits, et mélangés a
13 pL d’anticorps monoclonaux du panel Tétra-1.
- Incubation de 15 minutes.
- Lyse du sang par 335 pL de réactif de lyse A, homogénéisation, puis ajout de 100 uL de réactif
de lyse B ; incubation de 2 min.
- Analyse : aspiration de 100 uL de la préparation par I'aiguille de I’analyseur et acheminement
jusqu’a la cellule d’analyse. Le temps d’analyse est de 45 secondes avec une vitesse

d’injection de 70 pL/min.

Le temps entre le chargement d’'un échantillon de sang et le résultat pour le premier
échantillon est d’environ 20 minutes. Les résultats d’échantillon suivants sont rapportés toutes les
deux minutes environ. L'AQUIOS CL est connecté directement au LIS (systéme d’'informations du
laboratoire) qui lui envoie les données associées a chaque code-barres (démographie du patient,

bilan a effectuer, ...) et récupére les résultats apres validation technique sur I’AQUIOS CL.

L’AQUIOS CL posséde un systeme de lecteurs de code-barres, qui scannent et identifient
tous les réactifs présents sur I'automate. Le numéro de lot, numéro de flacon, la date d’expiration, la
date d’expiration a bord, le nombre de tests réalisables avec chacun des réactifs ainsi que le volume
du liquide de gaine, du container a déchet et du liquide de rincage sont automatiquement

enregistrés et mis a jour au passage de chaque nouvel échantillon.
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b) Stratégie d’identification des populations cellulaires
L’AQUIOS CL permet l'identification et la mesure simultanées des pourcentages et des
valeurs absolues des populations de lymphocytes totaux T, B et natural killer (NK). Nous ne réalisons
pas le phénotypage des LB et NK sur ’AQUIOS CL au laboratoire. Les anticorps monoclonaux utilisés
pour le phénotypage des sous-populations lymphocytaires T sont conditionnés sous forme d’un
mélange dénommé « Tétra 1 » dans un unique flacon. Le panel Tétra 1 est composé des anticorps
couplés aux fluorochromes suivants : CD45-FITC / CD4-PE / CD8-ECD / CD3-PC5. Cette combinaison

d’anticorps permet la numération des parameétres suivants :

Leucocytes CD45+
Lymphocytes totaux
Lymphocytes T CD3+
Lymphocytes T « helper » CD3+CD4+
Lymphocytes T “cytotoxiques” CD3+CD8+
Rapport LT CD4/LT CD8

Lymphocytes T double-positifs CD3+CD4+CD8+
Lymphocytes T double-négatifs CD3+CD4-CD8-

La stratégie d’identification des populations lymphocytaires de ’AQUIOS CL est tres complexe et fait
appel a plusieurs algorithmes qu’il est indispensable d’avoir assimilés afin de comprendre et d’étre

critique quant aux résultats rendus par I'automate.

° Exclusion des débris.

A partir de lI'ensemble des éléments détectés par le cytometre, « All Data Points », deux
histogrammes monoparamétriques sont tracés : CD45 et FS. Des discriminants de signal CD45 et de
taille sont définis (pointillés rouge), excluant ainsi de I'analyse les débris de petite taille, les globules
rouges mal lysés et autres éléments CD45 négatifs.

A partir de All Data Points, un graphe biparamétrique FS/SS est créé : tous les éléments dont les
signaux en FS et/ou en CD45 sont supérieurs aux discriminants y apparaitront. Ainsi, la région

« Cells » est définie, excluant les débris de faible FS/SS.
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° Identification et numération des leucocytes.

Un graphe biparamétrique SS/CD45, issu de la région Cells, permet d’identifier les sous-populations

leucocytaires. La numération des leucocytes totaux est définie par I'algorithme suivant :

L45/HSS OU M45/HSS OU M45/MSS OU H45/LSS OU L45/LSS

L45/HSS = PNN

Cells

° Identification des lymphocytes.

A partir de Cells, on définit deux graphes et deux régions distinctes incluant les lymphocytes :

- Région « Lymphs 45 » sur le graphe biparamétrique SSLin/CD45

- Région « Lymphs EV » sur le graphe biparamétrique EVLin/SS
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Deux fenétres sont ensuite définies, représentant respectivement la pureté (« Lymphs ») et le

recouvrement (« Lymphs All ») des lymphocytes :

-« Lymphs » est définie par I'algorithme Lymphs EV ET Lymphs 45.

-« Lymphs All » est définie par Lymphs EV OU Lymphs 45.

Lymphs

/

Les cellules sont considérées comme des
lymphocytes si elles appartiennent a la fois
aux 2 régions Lymphs EV et Lymphs 45 (en

vert).

= Pureté +++ car les monocytes seront
exclus par une des deux régions
= Par contre, on perd des lymphocytes

qui ne seraient que dans une seule

Lymphs All

Lymphs 45

Les cellules sont considérées comme des
lymphocytes si elles sont présentes dans au
moins une des régions Lymphs EV ou

Lymphs 45

= Recouvrement maximal +++ car on
ne perd aucun lymphocyte
= Par contre, la pureté est beaucoup

moins bonne car des monocytes

des deux régions = mauvais peuvent avoir été inclus dans l'une
ou l'autre des régions
° Identification des sous-populations lymphocytaires.
A) A partir de Lymphs, région constituée exclusivement de lymphocytes, un histogramme

monoparamétrique CD3 est créé. On y définit la position d’un curseur séparant les lymphocytes CD3+

des lymphocytes CD3-.

B) Ce curseur est copié exactement a la méme place sur un histogramme monoparamétrique

CD3 issu de Lymphs All, contaminé parfois par des monocytes et donc moins adapté pour séparer la

population CD3- (« CD3- All ») des cellules CD3+ (« CD3+ All »).

A partir de CD3+All, un graphe biparamétrique CD4/CD8 est dessiné, a partir duquel on peut

identifier et numérer les LT CD4+, CD8+, double-positifs CD4+CD8+ et double-négatifs CD4-CD8-.
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A) Lymphs 45 AND Lymphs EV
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° Détermination des résultats en pourcentage.

Tous les résultats en pourcentage sont issus de calculs par rapport aux lymphocytes totaux; seules

les valeurs absolues (VA) des différentes populations sont mesurées par le cytometre.

- % Lymphocytes CD3+ = (VA CD3+ / VA Lymphs Total) x 100
- % LT CD4+ = (VA LT CD4+ / Lymphs Total) x 100
- % LT CD8+ = (VA LT CD8+ / Lymphs Total) x 100

c) Calibration et contréles

Le controle des performances d’un cytometre est fondamental. On surveille généralement
quotidiennement la stabilité optique, la linéarité de fluorescence (dépendante du fonctionnement
correct des photomultiplicateurs), la fluidique, la sensibilité et la résolution de I'instrument. Sur
I’AQUIOS CL, ceci est réalisé lors de l'installation et des maintenances annuelles : I'alignement du
laser est vérifié a l'aide de billes Flow-Check™Fluorospheres passées 10 fois de suite ; la
standardisation est effectuée et controlée a l'aide de billes AQUIOS Rainbow Fluorescent, la
calibration de l'instrument est réalisée a I'aide d’un calibrateur (Aquios Calibrator) ; 3 passages
successifs d’Immuno-Trol™ Cells mélangés a des billes Flow-Count™Fluorospheres engendrent le
calcul de valeurs de correction qui permettent la standardisation de I'automate ; les compensations
sont réglées a l'aide des deux niveaux d’Immuno-Trol™, mais peuvent étre modifiées par les

utilisateurs qualifiés.

Par la suite, ’AQUIOS CL ne nécessite aucun contréle quotidien en dehors des CQl. Les CQl
employés sont des préparations stabilisées de leucocytes et érythrocytes humains, présentant deux
niveaux de concentration de LT CD4 : ’AQUIOS Immuno-Trol™ Cells et AQUIOS Immuno-Trol™ Low
Cells. Par I'intermédiaire des résultats de ces CQl, le systéme vérifie automatiquement la stabilité
électronique, fluidique et optique de I'instrument, ainsi que le réglage de compensation. Les données
de contréle sont automatiquement inscrites dans les graphes de Levey-Jennings de différents onglets
: résultat, dérive de l'instrument et séparation de I'instrument.

L’onglet « Résultat » permet de suivre les modifications au fil du temps des valeurs absolues
et des pourcentages des leucocytes, lymphocytes totaux, LT CD3+, CD4+ et CD8+. Celles-ci reflétent
la précision et la stabilité de I'instrument, ainsi que la performance/intégrité des réactifs utilisés.

L’onglet « Dérive de I'instrument » permet de surveiller I'intensité de la fluorescence sur une
période donnée pour les canaux CD3, CD4, CDS, FS, SS et CD45.

Dans l'onglet « Séparation de linstrument », le quotient de séparation (SQ) est un

indicateur de sensibilité relative (aptitude a distinguer de tres faibles signaux par rapport au bruit de
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fond) et de résolution (capacité de mesurer deux particules avec la méme quantité de fluorescence
et de leur attribuer le méme signal) du cytométre. Plus le quotient de séparation est élevé, meilleure

est la séparation ; le SQ recommandé est > 0.

Difference of 1og of Mean Channel Numbers.

1> 2 <> Bonne sensibilité

26

I Variance faible < Bonne résolution I

100 101 102 103
CD3-PC5

Le SQ permet de s’assurer de la discrimination entre :
- Lymphocytes CD3 et CD3" sur I’histogramme monoparamétrique CD3 issu de Lymphs
- Lymphocytes CD4 et CD4" sur I’histogramme monoparamétrique CD4 issu de CD3+
- Lymphocytes CD8 et CD8" sur I’histogramme monoparamétrique CD8 issu de CD3+
- Lymphocytes et PNN pour les parameétres CD45, SS, et FS
o Comparaison du signal entre les populations Lymphs 45 et L45/HSS (issue du graphe
des leucocytes CD45/SS)

De facon intéressante, un contréle qualité en temps réel est performé sur I’AQUIOS CL
lorsque les échantillons des patients sont analysés. Il permet de monitorer la qualité de I'analyse

pour chaque patient et engendre des alarmes spécifiques si nécessaire (Tableau 8).

Tableau 8. Points de contrdle de qualité en temps réel (75)

Mean channel of key cell Lymphocytes and monocytes | Detects any drift and ensures

populations (Scatter and Fluorescence) instrument stability

Event rate/sec All Events Monitors flow rate for bubbles or
flow irregularity

Compensation Compensation matrix Ensures that compensation values
are appropriate for the application
being performed

Cell debris Percent debris Monitors the percent of unlysed

celle or unusual contamination or
debris in the sample

Separation Quotient The distance between relevant | Ensures that sample preparation,
populations as a means of | fluidies and alignment are
measuring both system sensitivity | performing sufficiently

and resolution as a function of
separation
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Enfin, pour les techniques volumétriques, la précision du volume échantillonné doit étre
régulierement controlée. Deux seringues sont impliquées dans le processus d’analyse sur ’AQUIOS
CL : la seringue de préparation, qui échantillonne et distribue les réactifs, et la seringue de I'analyseur
qui aspire la préparation et I’envoie dans la cellule d’analyse. Les volumes pris en charge par ces
seringues doivent étre contrdlés tous les 6 mois par un test de gravimétrie, par les opérateurs du
laboratoire. Ce parametre est critique pour I'obtention de résultats corrects puisqu’il est a la base du
principe de numération des populations lymphocytaires. Pour contréler la justesse et la précision des
seringues, un test de gravimétrie est recommandé tous les 6 mois. La seringue de préparation est
testée sur un volume de 400 puL, sachant que les volumes utilisés pendant le processus d’analyse
s’étendent de 13 plL a 335 pL. La seringue d’analyse prenant en charge 100 plL de préparation est

testée sur un volume total de 1,2 mL.

C. Conclusion

Standardiser et accréditer les analyses de cytométrie en flux reste un véritable enjeu pour les
laboratoires de biologie médicale spécialisés en immunologie cellulaire. Dans ce contexte,
I'avénement de la cytométrie « automatisée », type AQUIOS CL, pourrait représenter une évolution
majeure. Dans cette thése, nous avons donc évalué les performances de I'’AQUIOS CL dans

différentes conditions pour la numération des LT CD4.
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V. TRAVAIL PERSONNEL

Mon travail personnel s’inscrit dans le cadre de |'acquisition et I'installation des AQUIOS CL
au laboratoire d’immunologie cellulaire de I’'hopital Edouard Herriot, Hospices Civils de Lyon.
L'activité du laboratoire d’immunologie cellulaire est d’environ 6 millions de B annuels, parmi

laquelle la réalisation d’environ 13.000 phénotypages lymphocytaires T CD4.
Nous avons focalisé notre attention sur trois étapes :

- Evaluation de type B-test sur site d’'un AQUIOS CL : il est de pratique assez répandue que les
sociétés mettent a disposition de quelques utilisateurs potentiels leur produit avant
commercialisation, afin de le mettre a I’épreuve dans un contexte d’utilisation de routine.
Cette démarche est valable aussi pour les automates de laboratoire. Ainsi, un an et demi
avant son acquisition, nous avons pu évaluer les performances de I’AQUIOS CL dans un
contexte clinique, de routine, en tant qu’opérateur indépendant.

- Validation de méthode au moment de l'installation de deux AQUIOS CL au laboratoire

- Retour d’expérience sur les 6 premiers mois d’utilisation en routine

A. B-test sur site d’'un AQUIOS CL

En 2014, la société Beckman Coulter nous a confié I’évaluation des performances d’un
automate AQUIOS CL, avant sa commercialisation. Ainsi, pendant un mois environ nous avons
apprécié la répétabilité, reproductibilité, intervalle de mesure, contaminations inter-échantillon et
inter-réactif et enfin réalisé une comparaison de méthode avec le cytométre FC500 (Beckman

Coulter) utilisé pour les analyses de routine dans notre laboratoire, sur 148 échantillons.

Les résultats de cette étude ont été publiés en 2016 dans la revue Cytometry (Gossez M,
Malcus C, Demaret J, Frater J, Poitevin-Later F, Monneret G. Evaluation of a novel automated
volumetric flow cytometer for absolute CD4+ T lymphocyte quantitation. Cytometry B Clin Cytom.

2016 Jan 25.). Larticle est consultable ci-aprés.

Ce B-test sur site a fourni des résultats satisfaisants quant aux performances de I’AQUIOS CL
et sa facilité d’utilisation. Ainsi, a I'issue de cette évaluation, nous avons envisagé de remplacer le
cytomeétre FC500 utilisé en routine pour la numération des LT CD4 par 'AQUIOS CL nouvellement

disponible sur le marché.
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Background: Bead-based single platform cytometry technology (SPT) is the gold standard when per-
forming CD4 absolute counting. However, it presents drawbacks as precision depends on various critical
steps (for example, pipetting methodology, overtime stability of beads, stability of fluidics, regular
recalibration...) and thus requires skilled operators. The fully automated volumetric SPT AQUIOS CL
(Beckman Coulter) has recently emerged as an alternative with no need of beads. It may help improving
results standardisation and fulfilling requirements for certification (ISO 15189). In this study, we
assessed SPT AQUIOS CL performances in accordance to requirements for ISO 15189 accreditation.

Methods: We evaluated repeatability and reproducibility (precision), hias (trueness), uncertainty (total
error), range limits (linearity, quantification, detection limits), and inter-reagent/inter-sample contamina-
tions in enumerating CD4+ T-cells. Concomitantly, we compared AQUIOS CL CD4+ T-cell values with
the results obtained with our routine bead-based SPT (that is, FC500 Beckman Coulter, bead-based
SPT), on blood samples from 148 patients representative of clinical laboratory routine workload.

Results: Every result (repeatability, reproducibility, trueness, total error) was helow the acceptable
thresholds proposed in international recommendations. Contamination results and range limits (linearity,
quantification, and detection limits) were all found perfectly suitable to routine analysis. The comparison
between AQUIOS CL and FC500 exhibited excellent correlation and agreement (Pearson R= 0.99,
P<0.001; Lin’s concordance correlation coefficient: Lin p. =0.991, Cb =0.999), and Bland-Altman
analysis did not reveal any systematic error.

Conclusions: Our results demonstrate that, upon subsequent validation in more routine conditions, the
AQUIOS CL could be a suitable tool for clinical flow cytometry laboratories facing accreditation process.
© 2016 Clinical Cytometry Society
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Flow cytometry is increasingly used in routine clinical
laboratories for the diagnosis, prognosis, and monitoring
of disease (1). One typical application is the monitoring
of HIV-infected patients as the absolute CD4 T cell

*Correspondence to: Dr. Guillaume Monneret, Immunology Laboratory,

count is a crucial marker of disease progression and anti-
retroviral therapy (ART) efficiency, and is a key compo-
nent of WHO guidelines for initiating ART in HIV-
infected people (2).

There are different flow cytometry-based methods to
determine absolute cell counts. The first technology is
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the dual-platform approach in which CD4 T cell count is
obtained from the absolute count of lymphocytes deter-
mined with a hematological analyzer and subsequently
CD4 T cell percentage (among total lymphocytes) is
determined by flow cytometry (3). Although significant
progress has been achieved in standardization and quality
control (for example, CD45 gating for debris exclusion)
(1,4,5), the combination of multiple technologies leads to
increased variability (1,4-7). It is particularly limiting in
inter-laboratory studies that use different hematological
analyzers (1,3). To overcome these limitations, the single
platform technology (SPT) has been developed.

The SPT measures absolute counts of lymphocyte sub-
sets by a single instrument without the need for the
hematology analyzer. This may rely on volumetric count-
ing and most commonly, the use of internal calibrator
counting microbeads (8-11). Many studies have demon-
strated that implementation of bead-based SPT counting
methods significantly reduced intra- and inter-laboratory
variation in absolute cell counting compared with dual-
platform methods (10,12). So far, this approach is con-
sidered as a gold standard when performing CD4 abso-
lute counting. As an illustrative example, more than 94%
NEQAS participants in CD4 external quality control pro-
gram use bead-based SPT (NEQAS - February 2015).

That given, bead-based SPT also presents quality
requirements (especially in terms of technical expertise,
analyser settings, fluidic stability, time consumption) that
may appear as a limitation to its wider use in various
types of clinical laboratories (1,3). To circumvent this dif-
ficulty, the AQUIOS CL (Beckman Coulter) has recently
emerged as a possible alternative. The AQUIOS CL is a
single platform, fully automated volumetric flow cytome-
try technology, with no need of beads to determine abso-
lute cell count. Therefore, it could more easily comply
with standardization requirements defined for ISO 15189
accreditation and thus may better fit with recommenda-
tions from various societies regarding the management of
clinical flow cytometry quality procedures (13-16). Over-
all, this novel technology may help in improving results
standardization which remains a critical point for making
clinical diagnostics comparable between different labora-
tories and for multicentric studies (17).

In the present study, we have assessed AQUIOS CL
performances in accordance with standard necessary for
clinical cytometry quality, in a context of ISO 15189
accreditation process (13-16). We evaluated reproduci-
bility and repeatability (precision), bias/trueness, uncer-
tainty (total error), measurement range limits, inter-
reagent and inter-sample contaminations in enumerating
CD4+ T cells. In addition, we concomitantly compared
AQUIOS CL CD4+ T cell values with those obtained
from our routine bead-based SPT.

MATERIALS AND METHODS
Patients

Peripheral blood samples were obtained from 148
patients at random from our routine work load. They

were collected in KzEDTA (BD Vacutainer®, Plymouth,
UK), kept at room temperature (22-25°C) and analyzed
upon arrival within 24 h after collection. The samples
were processed by skilled operators. The cohort com-
prised 148 individuals from 5 weeks to 82 years old
(including 15 patients under 18 years old); sex ratio
men/women was 1.3. Main aetiologies were HIV-infection
(66%), hematologic malignancies with or without bone-
marrow transplant (13%), auto-immune or inflammatory
pathologies (8%), infections (4%, including tuberculosis,
meningitis, septic shock), immune deficiencies (3%),
nephrotic syndrome (3%), various cancers (1%).

CD4 T-Cell Quantitation Method Comparison

The CD4+ T cell absolute counts (and percentages)
were performed on AQUIOS CL and FC500 (both cytom-
eters from Beckman Coulter, Hialeah, FL).

Bead-based SPT: FC500 (BeckmanCoulter)

Daily internal quality controls (IQC) were run using
Flow Check Fluorospheres and IMMUNO-TROL™Cells.
For cell staining, a ready-to-use mix of antibodies was used
(CYTO-STAT® TetraCHROME™, Beckman Coulter): CD45-
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)(Clone B3,821F4A)/CD4-
Phycoerythrin  (PE)(Clone SFCI12T4D11)/CD8-Phycoery-
thrin Texas Red®-X (ECD)(Clone SFCI21Thy2D3)/CD3-Phy-
coerythrin-Cyanin 5 (PC5)(Clone UCHT1). Red lysis was
performed with IMMUNOPREP™ Reagents, a no-wash
erythrocyte automated lysing system (Beckman Coulter).
Cell counting was based on the use of microbeads (Flow-
Count™ Fluorospheres, Beckman Coulter) and results
were analyzed using CXP Cytometer 2.2 Software.

Automated volumetric method: AQUIOS CL
(Beckman-Coulter)

This is a direct volumetric single-platform method (11).
Pipeline sample processing is possible thanks to 2 multi-
tasking probes: one probe is dedicated to cap piercing
and sample preparation in a 96 well microplate, while
the other aspirates prepared sample for analysis. While
the first sample is incubated, the system continues to pre-
pare additional samples and adds them to the queue.
Whole blood (140 pL) is added to each well, then spe-
cific staining of leukocytes is accomplished by incubating
whole blood with the monoclonal antibody reagent. The
red blood cells are then removed by no-wash erythrocyte
lysis and the remaining leukocytes are analyzed by flow
cytometry. It uses a 488 nm solid state diode laser to
measure light diffraction, fluorescence and electronic vol-
ume which estimates the relative size of the cells. For
cell staining, a ready-to-use mix of antibodies was used
(Panel AQUIOS Tetra-1, Beckman Coulter): CD45-
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)(Clone B3,821F4A)/
CD4-Phycoerythrin  (PE)(Clone SFCI12T4D11)/CD8-Phy-
coerythrin Texas Red®-X (ECD)(Clone SFCI21Thy2D3)/
CD3-Phycoerythrin-Cyanin 5 (PC5)(Clone UCHT1). The
gating strategy includes forward (FS) and side (SS) scatter
characteristics, SS/CD45 gating and incorporates
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Fia. 1. Lymphocyte gating strategy for T CD4 counting on the Aquios. (A) A first region (“cells”) is defined on SS/FS graph to exclude debris. (B)
From “cells” gate, a region (“Lymphs EV”) is defined on SS/EV graph to exclude monocytes and neutrophils. (C) From “cells” gate, an additional
region (“Lymphs 45") is defined on CD45/SS graph to ensure good lymphocyte purity. Then, two Boolean gates are created: “Lymphs all” is “Cells”
AND (“Lymphs EV” OR “Lymphs 45”), to improve recovery; and “Lymphs” is “cells” AND (“Lymphs EV” AND “Lymphs 45") to improve purity (to
provide % of CD4+ cells among total lymphocytes). (D) From “Lymphs all”, a region “CD3 all” is defined on a monoparametric CD3 histogram. (E)
From “CD3 all”, on a CD8/CD4 graph, a quadrangular region defines 4 sub-populations including the CD4+/CD8- subset that permits CD4 enumera-
tion (illustrative graphs from one patient analysed on AQUIOS CL). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlineli-

brary.com.]

Electronic Volume (EV) parameter in a dual parameter
gate EV/SS, in order to improve the purity and recovery
of total lymphocytes (Fig. 1). The EV measurement is
based on the Coulter principle (Coulter W, 1953, Patent
number 26 56508). Within the evaluation period, it was
assessed by running both Aquios IMMUNO-TROL™ Cells
and IMMUNO-TROL™ Low Cells twice a day.

Aquios Performance Characteristics

To analyze the performance characteristics, we fol-
lowed the COFRAC guidelines (COmité FRangais
ACcréditation “French committee for accreditation,
www.cofrac.fr). We followed procedures SH-GTA-04
(http://www.cofrac.fr/documentation/SH-GTA-04), and
SH-GTA-14 (https://www.cofrac.fr/documentation/SH-
GTA-14)) which both rely on 1SO 5725-1:1994, and IEC
Guide 98-3:2008 (reissue of 1995 version of the interna-
tional Guide to the Expression of Uncertainty in Mea-
surement, GUM (www.bipm.org/utils/common/docu-
ments/jcgm/JCGM_100_2008_E.pdf)).

Cytometry Part B: Clinical Cytometry

Repeatability

This was estimated as the coefficient of variation (%
CV) of CD4 T cell determinations (z = 31) made under
repeatability conditions, meaning that the operator, the
instrument and the laboratory are the same, and the time
interval is kept short. For this purpose, we used Aquios
IMMUNO-TROL™ Cells (lot number 6170002) and Aquios
IMMUNO-TROL™ Low Cells (Iot number 6180003).

Reproducibility (intermediate precision): intra-laboratory
variability of CD4 T cell measurements

This takes into account many more sources of varia-
tion than repeatability (for example, additional variation
due to the measurements being performed over a longer
period of time). It was estimated as % CV of CD4 T cell
determinations performed during 29 days (including 23
working days). For this purpose, we used Aquios

IMMUNO-TROL™ Cells (lot number 6170002) and
Aquios IMMUNO-TROL™ Low Cells (lot number
6180003), 7 = 38 and 36 respectively.
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Bias/trueness

The trueness refers to the closeness of agreement
between the arithmetic mean of a large number of test
results and the true or accepted reference value. We
could not use the AQUIOS CL IQC as there was no
external quality assurance (EQA) program dedicated to
AQUIOS CL (newly commercialised). Thus, the % CV of
repeated CD4 T cell measurements over several days
of the quality controls FC500 IMMUNO-TROL™Cells
(ot number 7587066) and FC500 IMMUNO-TROL™
LowCells (lot number 7609082) were compared with
those of laboratories participating in the inter-laboratory
Quality Assurance Program of Cytometry (IQAP, Beck-
man Coulter) and using the same lots of internal quality
controls. Results (Aquios, that is, “m”) to those of labo-
ratories participating in the interlaboratory Quality
Assurance Program of Cytometry (IQAP, Beckman
Coulter) and using the same lots of internal quality con-
trols (peer-group, that is, “v”).The bias was estimated as
(m-v)/v x 100.

Uncertainty in Measurement (Total Error): Accuracy of
CD4 T Cell Determinations

This represents intermediate precision and uncer-
tainty related to trueness (bias). According to the GUM,
intra-laboratory reproducibility is a “Type A” uncertainty,
and has been evaluated by repeated measurements of
IQC (FC500 IMMUNO—TROLTMCeHs, lot number
7587066 and IMMUNO-TROL™LowCells, lot number
7609082) used to estimate a standard deviation
udQC)). The uncertainty related to trueness has
been determined via the EQA results (u(EQA)). As the
distribution of the bias represented by Meanyquios
— Meanpeergroup S NOt known, we determined this
“Type B” uncertainty assuming a uniform distribution, as
u(EQA) = (MeanAquios - Meanpecr—group)/ \3 . These two
identified sources were then combined by “error-
propagation” formulas leading to the combined standard
uncertainty  Uc = j(u*dQC) + u*(EQA)). Finally, the
expanded uncertainty (Up) was obtained multiplying Uc
by the coverage factor R, =2, to provide an interval
about the result of a measurement that may be expected
to encompass 95% of the distribution of values that
could reasonably be attributed to the measuring. This
interval represents the total analytical error. This total
error has been also expressed as percentage for both
levels of concentration, using the target values given by
the manufacturer for each IQC (18-20).

Inter-reagent contamination

CD4 T cell count was determined 10 times on a
unique blood sample (Panel AQUIOS Tetra-1). Then, on
the same blood sample, CD4 T cell measurements were
determined 10 times alternatively with the determina-
tion of B and NK cells (Panel AQUIOS Tetra-2). Results
from the two batches were finally compared with high-
light a potential contamination inter-reagent.

Inter-sample contamination

A blood sample with 1122 CD4 T cells/pL was ana-
lyzed 3 times (H1, H2, H3, mean mH); then a blood
sample with a low CD4 T cells concentration of 99 CD4
T cells/uL. was measured 3 times (L1, L2, L3). This
experimental scheme was repeated 5 times. Means of all
L1 (mL1) and all L3 (mL3) were calculated and com-
pared using a Student Test. The degree of contamination
is then calculated as (mL1-mL3)/(mH-mL3) X 100.

Measurement Range Limits
Linearity limit

Blood samples of 45 patients collected the same day
were pooled. Then, PBMC were isolated by density cen-
trifugation over Ficoll and re-suspended in 1 mL of 1X
concentrated Hanks solution and 1 mL of fetal bovine
serum. This sample was then diluted several times and
the CD4 T cell count measured twice for each dilution.

Quantification limit

A blood sample with a CD4 T cell measured concentra-
tion of 600 cells/uL was successively diluted 1:2 ten
times. The quantification limit was estimated as the mean
of the CD4 T cell measurements of the dilution corre-
sponding to a 10% CV and determined on Horwitz curve.

Detection limit

This was estimated by repeated measurement of CD4
T cells in leukocyte-depleted plasma.

Agreement hetween AQUIOS CL and FC500 Methods

Results from the two platforms were assessed by lin-
ear regression analysis, Lin concordance correlation
coefficient and Bland Altman statistical method.

Statistical methods

For each characteristic studied, mean and SD were
calculated. When there were less than 30 values for the
tested parameter, the normal distribution was verified
by the Kolmogorov-Smirnov normality test before per-
forming a Student’s T test. Pearson correlation coeffi-
cient (R) was calculated, and the slope and intercept of
each linear regression analysis were compared respec-
tively to 1 and O by using student tests (http://www.
cofrac.fr/documentation/SH-GTA-04). In addition, Lin
concordance correlation coefficient p. has been also cal-
culated. The bias correction factor Cb measures how far
the best-fit line deviates from the identity line (21).The
Bland-Altman data includes a bias value, estimated by
the mean difference (d), a bias error which is the stand-
ard deviation of the differences (S), and the precision
represented by the upper and lower limits of agreement
(if the differences are Normally distributed, 95% of them
will lie between these limits) (22). All statistical analyses
were processed using SPSS 19.0 software (Chicago, IL).
Statistical significance was defined by a two-sided P val-
ues of < 0.05.
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Table 1
Repeatability of CD4 T Cells Determination on AQUIOS CL and FC500
Instrument Levels Lots Counts Mean (cells/pL) SD (cells/uL) CV (%)
AQUIOS CL IMMUNO-TROL™ Cells 6170002 31 625.8 13.90 2.2
IMMUNO-TROL™ Low Cells 6180003 31 150.8 7.02 4.7
FC500 Patient sample of high concentration® - 20 1,227.2 33.19 2.7
Patient sample of low concentration® 20 194.3 8.15 4.2

#Results obtained during validation method process (personal data).

RESULTS
Performance Characteristics of Aquios Technology

Repeatability

The % CV of repeatability calculated from repeated
measurements (on the same day) of IMMUNO-TROL™
Cells and IMMUNO-TROL™ Low Cells was 2.2 and 4.7,
respectively (Table 1). In comparison, the % CV of repeat-
ability determined during the validation of method of the
FC500 (ISO 15189, personal data) was 2.7 and 4.2 using
samples from patients with about 1,200 CD4 T cells/uL
and 200 CD4 T cells/uL, respectively (Table 1).

Reproducibility

For the AQUIOS CL, the first lots used during 1 month
(lot number 6170002 and 6180003, measured 38 and 36
times respectively) showed % CV of 3.3 and 9.2 (Table
2). Meanwhile, in comparison, the FC500 cytometer
showed % CV of 3.9 and 6.7, respectively, for similar lev-
els of CD4 T cells (Table 2). A second batch of internal
controls was then used on the AQUIOS CL during 16
additional days (lot number 6170003 and 6180004,
measured 24 times each) showing a % CV of 3.4 and 5.1
respectively. In all cases, values remained largely within
desirable range established for CD4+ Tlymphocytes
(that is, <12.5%, Ricos et al. https://www.westgard.
com/biodatabase1.htm)

Trueness

As there is no interlaboratory quality assurance pro-
gram (IQAP) dedicated to AQUIOS CL, we used reagents
devoted to FC500 IQAP (that is, IMMUNO-TROL™Cells
and IMMUNO-TROLTMLOW). The results are shown in
Table 3. All biases were below 3.3%. No recommenda-
tion is available yet from Ricos et al. for CD4 T cell
count inaccuracy, but we can still compare these results
with desirable specification for total lymphocyte count
inaccuracy, which is <9.19% (https://www.westgard.
comy/biodatabasel.htm)

Uncertainty in measurement

Total errors have been calculated with the reproduci-
bility of AQUIOS CL IMMUNO-TROL™Cells (Lot
6170002) and IMMUNO-TROL™Low  Cells (Lot
6180003), and EQA results of FC 500 IMMUNO-
TROL™Cells (Lot 7587066) and IMMUNO-TROL™Low
Cells (Lot 7609082). For high and low concentrations of
CD4 T cell counts, total errors were 44 and 12 cells/uL
respectively, representing 7.3 and 11.2% of the target
values of the AQUIOS CL internal quality controls used
(Table 4). Uncertainty estimates address error from all
possible effects (both systematic and random) and usu-
ally is the most appropriate means of expressing the
accuracy of results. Ricos et al. do not give recommen-
dation for CD4 T cell count total error, so we compared
our results with the specification for total lymphocyte
count: total error should not be above 17.6% (https://
www.westgard.com/biodatabase1.htm).

Inter-sample contamination

We did not find significant difference between mL1
and mL3. Contamination degree was found at 0.3%.
Those values indicate there was no any contamination
between samples.

Inter-reagent contamination

We found a weak but significant difference between
the mean of CD4 T cell counts analyzed alone (276
cells/pul) and the mean of CD4 T cell counts (293 cells/
uL) measured when alternated with B and NK cell
counting (P = 0.028).

Measurement of range limits

Serial dilutions of a concentrated CD4 T cell sample
showed no linearity limit observed in the concentration
range studied on AQUIOS CL, until approximately 19
000 CD4 T cells/puL (Fig. 2). For total lymphocytes, we
observed no linearity limit up to 55 000 cells/uL (data
not shown). The quantification limit of AQUIOS CL has

Table 2
Reproducibility of CD4 T Cell Determinations on AQUIOS CL and FC500

Instrument Levels Lots Counts Mean (cells/uL) SD (cells/ulL) CV (%)
AQUIOS CL IMMUNO-TROL™ Cells 6170002 38 632 20.62 3.26

IMMUNO-TROL™ Low Cells 6180003 36 146 13.42 9.20
FC500 IMMUNO-TROL™ Cells 7587066 27 614.5 24.16 3.93

IMMUNO-TROL™ Low Cells 7609082 27 115.8 7.75 6.69
Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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Table 3
Trueness of CD4 T Cell Determinations on AQUIOS CL and FC500
Mean of Number of Bias
Mean the peer-group  labs in the with the
Instrument Levels Lots Counts  (cells/pL) (cells/pL) peer-group  peer-group (%)
AQUIOS CL  IMMUNO-TROL™ cells 7587066 27 614.4 633.2 26 -2.96
IMMUNO-TROL™ Low Cells 7609082 16 117.2 113.5 50 3.25
FC500 IMMUNO-TROL™ Cells 7587066 27 614.5 633.2 26 -2.95
IMMUNO-TROL™ Low Cells 7609082 27 115.8 113.5 50 2.03

As there was no inter-laboratory quality assurance program dedicated to AQUIOS CL available yet, we had to use FC500 1QC
on the AQUIOS CL and compared the results with the peer-group using FC500.

been determined with the Horwitz curve method (Fig.
3) which showed that with a 10% CV, CD4 T cell count
limitation is around 20 cells/uL (which is similar to
those reported by manufacturers for bead-based SPT).
The detection limit was assessed on cell-depleted
plasma. As expected, AQUIOS CL did not provide any
results for the CD4 T cell counts.

Comparison of Methods

For this purpose, we used CD4 values (7 = 148) from
FC500 as references. The distribution of CD4 T cell
count measured on both cytometers from the same sam-
ples is depicted in Figure 4. There was an excellent lin-
ear correlation between both measurement methods.
The coefficient R* was 0.984 (Pearson correlation coeffi-
cient, P<0.001); the slope did not differ from 1
(P<0.001) showing no systematic proportional differ-
ence between both results (Fig. 5). Of note, the inter-
cept was different from 0 (+ 31 CD4/uL; P<0.001),
pointing out a potential minor bias (that is, AQUIOS CL
results were slightly higher than those of FC500). Lin
concordance correlation coefficient p. was 0.991 (CI95
[0.988 - 0.994]) and the bias correction factor Cb was
0.999, indicating a very good agreement between results
from both cytometers. Finally, a Bland-Altman plot of
the differences between the two methods was drawn
(Fig. 6). The mean of the differences was —1.17 cells/pL
(standard error = 63 CD4 T cells/uL) which is negligible
considering desirable specification for total error, repro-
ducibility and bias. Accordingly, no systematic error was
apparent (Fig. 6). Most of the differences in measure-
ments were within the 95% confidence interval of the
mean difference, confirming a good agreement between
both methods of CD4 T cell quantitation.

DISCUSSION

In the present study, we carried out an evaluation of
the performances of AQUIOS CL according to ISO15
189 guidelines. Overall, our results indicate for the first
time that the AQUIOS CL meets the level of provision
required for ISO 15 189 accreditation. In addition, com-
paring with bead-based SPT provided excellent results.

Repeatability values were excellent (<5%) at high and
low CD4 levels (and comparable to those observed on
FC500). Reproducibility results, although acceptable
indicated a rather elevated CV at low CD4 T cell levels
(9.2%). This result may be explained by minor mechani-
cal issues during the evaluation period. For example, a
protection fuse against high pressure had blown, inter-
fering with the sample preparation probe operation, and
the wash prep pump had to be replaced due to insuffi-
cient power. Reproducibility values obtained subse-
quently on a second lot of internal control were better
(CV < 5.2%). As the latter value was obtained on only 24
measurements, this point should be confirmed by fur-
ther evaluation. Trueness and total error were found to
be largely below the acceptable thresholds proposed by
Ricos et al. regarding total lymphocytes. There was no
inter-sample contamination during analysis. We observed
a weak but significant inter-reagent contamination
although it remains difficult to explain how antibodies
dedicated to B and NK counting may increase CD4 val-
ues. Nevertheless, this result has to be carefully inter-
preted because this experiment has been made before
the waste prep pump had been replaced. Range limits
(linearity limit, quantification limit, detection limit) were
all found suitable for routine analysis. Finally, the com-
parison between AQUIOS CL and FC500 showed a very
good agreement between both cytometers. Overall, this
indicated that the CD4 T cell measurements were not
influenced by the counting method used. Of note, the
investigated cohort was representative of routine clinical

Table 4
Uncertainty in CD4 T Cell Determination on AQUIOS CL

Target value

Total Error (Up)

Levels Lots (CD4 T-cells/pL) (CD4 T-cell/ul) Total Error (%)
IMMUNO-TROL™ Cells 7587066 596 44 7.3
IMMUNO-TROL™ Low Cells 7609082 106 12 11.2

The target values of each IQC come from the manufacturer (Beckman-Coulter).
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Fig. 2. Linearity limit of CD4 T cell measurement by AQUIOS CL.

laboratory work including patients, not only HIV-
infected, with various levels of circulating CD4 T cells.
In addition, we have been able to assess AQUIOS CL in
particular, samples such as from patient with acute leu-
kemia. Despite an important blast cell population, the
CD4 T cell count measured by the AQUIOS CL auto-
matic gating algorithms was similar to the one deter-
mined by a skilled operator manual gating on the FC500
(data not shown). We were also able to detect a CD3-
CD4+ cell population of a patient suffering from Sezary
lymphoma. In this case, the CD4 T cell count was again
comparable to the one determined by manual gating on
FC500 (data not shown). Of note, for one sample we
had to proceed to a wash before the red blood cells lysis
on both AQUIOS CL and FC500 to avoid a non-specific
staining responsible for incorrect gating and results of
CD4 T cell count (data not shown). Overall, on 148 sam-
ples, we experienced 4 error messages (delivered by
AQUIOS CL) implying a new analysis. After reanalysis,
there were no diskrepant results compared with those
of FC500.

Variation coefficient (%)

Mean of CD4* T-cells (cells/pL)

Fic. 3. Quantification limit of CD4 T cell measurement by AQUIOS
CL. For each dilution, the mean of CD4 T-cell counts and %CV were
used to produce Horwitz curve; The limit of quantification is the CD4
T-cell count matching with a %CV of 10% (dashed line), that is
around 20 CD4 T-cells/uL in the case of the AQUIOS CL analyser.
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Fic. 4. Absolute values of CD4 T cells in samples analyzed by
FC500 and AQUIOS CL cytometers. The ranges of CD4 T-cell counts
obtained by each cytometer are presented as the minimum, maximum,
quartiles and median of the values obtained.

Despite similar performances to those of FC500 rely-
ing on bead-based SPT, the AQUIOS CL volumetric
approach presents with major advantages. Its daily use
appears simpler than that of bead-based SPT whose pre-
cision depends on various critical steps: most of all,
accurate pipetting methodology in the staining process
[for example, reverse pipetting is known as the most
reliable dispensing method (1)] but also overtime stabil-
ity of expensive counting beads [lot to lot variation, sed-
imentation, floating, aggregation, sticking to the tube
walls and overlapping of fluorescence signals from cells
and beads (1)], regular recalibration and strict mainte-
nance by users and service engineers(1,3). Collectively,
these tasks require skilled operators (10,12). Further-
more, bead-based SPT is time consuming as it relies on
several manual (or semi-automatic) steps (staining, lysis,
beads) while AQUIOS automatically accomplishes the
entire process from whole blood (“load and go” cytome-
ter). The autoloadder holds up to 8 cassettes at a time
with up to 5 sample tubes each; the first result is given
in approximately 20 min from loading and then every 2

3000

¥ =0,9556x+31,26
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Fic. 5. Correlation of CD4 T cell absolute count after measurement
by AQUIOS CL and FC500.
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Fic. 6. Bland-Altman plots and statistics from the paired samples.
Values on the x-axis indicate the average of the results from both flow
cytometry methods for each pair of samples, whereas values of the y-
axis represent the difference in the results. Grey lines represent 95%
limits of agreement of CD4 T-cell absolute count differences from
both methods of CD4 T-cell determination.

min. In addition, AQUIOS CL is supposed to offer vari-
ous convenient aspects for routine work. First, the bar-
code scanning systems deals with the number of avail-
able tests, the expiry date and lot numbers of each
reagent, the remaining volume of reagents and the
capacity of waste. This should contribute in better com-
pliance with accreditation requirements. In line,
AQUIOS CL software permits easily monitoring of daily
QC data, to define the internal laboratory statistics and
to compare them to external laboratories. Secondly, in
our hands, the automatic gating algorithm generated
accurate results and mostly avoids the subjective and
potentially time-consuming manual gating. This might be
a critical aspect in terms of standardization between lab-
oratories. Another important advantage is the very lim-
ited exposure to potentially biohazardous material as
there is no need to handle blood samples.

Our study has limitations. We did not assess AQUIOS
CL in routine conditions. First, the whole study has
been performed by a single operator (MG). Some charac-
teristics announced by the manufacturer have not been
evaluated: rate of work, maximum load (we conducted
the study with 2 racks of 5 tubes), use of the single-tube
loading, small volume samples. As we focused on CD4+
cell counting, reagents for other applications (for exam-
ple, B and NK determination) have not been tested in
the current work. As the present evaluation period
lasted 1.5 mo, we could not assess the mechanical
robustness of AQUIOS CL which is always a critical
point with newly delivered automated system. Of note,
we experienced minor issues such as replacement of
the waste prep pump, adjustments of the probes and
the blown fuse. In addition, linearity should be further
assessed with a real whole blood specimen with a very
high CD4 count.

In conclusion, this first evaluation of CD4+ cell enu-
meration using the AQUIOS CL showed very promising
results. Analytical performances are in agreement with
recommendations and the comparison assessment exhib-
ited excellent correlations between bead-based SPT (that
is, FC500) and AQUIOS CL. Upon validation in more rou-
tine conditions, these preliminary results indicate that

AQUIOS CL could be a suitable tool for clinical flow
cytometry laboratories.
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B. Validation de méthode des AQUIOS CL AY47058 et AY39049 lors de

leur installation au laboratoire

A la suite des résultats de I'étude sur les performances de I'AQUIOS CL, le laboratoire a
décidé de s’équiper de deux de ces cytomeétres pour remplacer le cytometre FC500 utilisé en routine
pour la numération des sous-populations lymphocytaires T. Cette partie présente les résultats de la
validation de méthode de ces deux automates. Les AQUIOS AY47058 et AY39049 seront désignés par

la suite comme AQUIOS 1 et 2 respectivement.

Les normes NF EN ISO 15189 et NF EN ISO/CEI 17025 régissent les exigences de qualité et de
compétence des laboratoires de biologie médicale. Leurs recommandations sont répertoriées dans
différents documents de référence sur lesquels nous nous sommes appuyés pour réaliser la

validation de méthode des AQUIOS CL :

- Document SH GTA 04 : Guide technique d'accréditation de vérification (portée A) / validation
(portée B) des méthodes en biologie médicale (76)

- Document SH GTA 14 : Guide technique d'accréditation pour I’évaluation des incertitudes de
mesure en biologie médicale (77)

- Document SH REF 02 : Exigences pour |'accréditation selon la norme NF EN ISO 15189 (78)

Selon le SH REF 08 (79), une portée flexible standard (A) correspond a « une demande
d’accréditation du laboratoire souhaitant avoir la possibilité [...] d’adopter des méthodes reconnues
reposant sur des compétences techniques qu’il a précédemment démontrées ». Le systeme AQUIOS
Tétra requiert I'utilisation de réactifs « fournisseur » et correspond a une méthode marquée CE-IVD.
De plus, cet automate repose sur une technique de cytométrie, discipline maitrisée par notre
laboratoire. Ainsi, la méthode AQUIOS CL répond aux criteres de la portée flexible A. Les parametres
a évaluer lors de la vérification de méthode d’'une méthode quantitative sont décrits dans le tableau

9 tiré du SH-GTA-04 (76).
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Tableau 9. Performances a évaluer lors d’une vérification/validation de méthode quantitative ou qualitative (76)

Veérification (portee A) Validation (portee B)
CRITERES A EVALUER Méthode Méthode Méthode Méthode
quantitative qualitative | quantitative qualitative
Fld'el'm? (répéetabilite et fidélite Essai Essai Essai Eoii
intermédiaire)
Justesse/exactitude (approche) Essai Essai Essai Essai
Incertitudes/f’acteur; de Essai néijf[ngsc:}'? Essai ﬂg:gzzcis
variabilité et évaluation e e
variabilité vanabilité
Comparaison avec méthode déja
utilisée au laboratoire ou autre
méthode du laboratoire (appareil Essai Essai Essai Essai
en m;roirq, EBMD) et analyse des
discordances™
Intervalle de mesure
(Limite de guantification et Bibliographie 7 Essai /
limites de linéarité)
Interférences (lipémie,
hémoglobine plasmatique, Bibliographie- | Bibliographie Essai Fssai
bilirubine, médicaments, ..)
g?r;zn;;n;)ﬂon entre echantillons Bibllographie | Bibliographie Essai Essai
Robustesse Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
g:iz:;ﬁferza;g;‘:qu;s Bibliographie | Bibliographie Essai Essai
Bibliographie
(fournisseur ou
£ autre, s‘assurer
:g?g;:;e de (etesehice (valeurs d’e la Bibliographie Essai Essai
cohérence
avec I'état de
l'art)
Limite de détection / Bibliographie / Essai
jﬁ:'c;ggg:/sensmmte / Bibliographie / Essai

Les régles d’accréditation ont été établies pour des systéemes hautement standardisés, par
exemple de biochimie clinique. Pour les appliquer aux laboratoires de cytométrie, la norme ISO
15189 doit étre modulée et adaptée aux spécificités de cette technique, en justifiant constamment
les choix faits : « In essence, write down exactly what you do, do what is written, and document that

you have done it » (Einstein (80)).

1. Répétabilité

Selon la norme I1SO 15189, I'essai de répétabilité consiste a analyser un méme échantillon
dans les conditions les plus optimales possibles: méme opérateur, méme lot de réactifs, méme
automate, mémes réglages dans un délai le plus court possible (76). Il est recommandé de tester la
répétabilité a deux niveaux de concentration pour un analyte donné. J’ai donc analysé 30 fois a la
suite, sur chaque automate, un échantillon d’AQUIOS Immuno-Trol™ Cells et AQUIOS Immuno-Trol™

Low Cells, avec les mémes lots des différents réactifs. Les résultats sont consignés dans le tableau 10.
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Tableau 10. Test de répétabilité des AQUIOS CL

Nombre
Automate Echantillon Paramétre | devaleurs | Moyenne | Ecart-type CV (%)
(N)
AQUIOS LT CD4 (%) 48,5 0,71 1,47
Immunotrol Cells
lot 6170010 LT CD4 (/uL) 564,0 16,68 2,96
AQUIOS 1

AqQuios LT CD4 (%) 19,3 0,83 4,32
Immunotrol

Low Cells
ot 6180012 LT CD4 (/uL) 148,4 7,39 4,98

30
AQUIOS LT CD4 (%) 48,6 0,83 1,71
Immunotrol Cells
lot 6170010 LT CD4 (/uL) 583,7 11,46 1,96
AQUIOS 2

AQUIDS LT CD4 (%) 18,9 0,75 3,94
Immunotrol

Low Cells
ot 6180012 LT CD4 (/uL) 150,6 6,58 4,37

Il n’existe aucune recommandation des sociétés savantes pour la numération des LT CD4.
Ainsi, nous avons comparé les coefficients de variation (CV) obtenus avec ceux de I'article publié dans
Cytometry (81): pour le niveau normal de LT CD4 en valeur absolue, le CV était de 2,2% dans
Cytometry, versus 2,96 et 2,0% pour les AQUIOS 1 et 2 respectivement ; pour le niveau bas, le CV
était de 4,7% dans l'article, contre 4,98 et 4,4% respectivement pour les AQUIOS 1 et 2. Dans un
article de référence de Reimann et al. (67), les CV de répétabilité de deux méthodes utilisant des
billes calibrées pour la détermination des valeurs absolues de LT CD4 étaient de 4,9 a 5,2% et de 4,6

a 7,4% respectivement pour le niveau normal et bas de LT CD4.

Les CV tirés des publications de Gossez et al. et de Reimann et al. sont donnés a titre
indicatif. lls nous permettent de comparer les CV obtenus avec les AQUIOS CL et ceux issus de deux
études réalisées d’'une part sur un autre AQUIOS CL (81) et d’autre part sur un cytometre de
technologie différente (EPICS XL, Beckman Coulter) (67). lls n’ont en aucun cas été utilisés comme

des seuils d’acceptabilité.

2. Reproductibilité intra-laboratoire

Selon la norme ISO 15189, l'essai de reproductibilité intra-laboratoire, également appelé
fidélité intermédiaire, consiste a analyser un méme échantillon dans des conditions trés variables :
opérateurs différents, jours d’analyse différents, lots de réactifs, ... (76) Il permet de définir les
critéres d’acceptation des antériorités en combinaison avec les variations biologiques. Les résultats

du test de reproductibilité sont présentés dans le tableau 11.
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Tableau 11. Test de reproductibilité des AQUIOS CL

Nombre
Automate Echantillon Paramétre | devaleurs | Moyenne | Ecart-type CV (%)
(N)
AQUIOS LT CD4 (%) 47,7 0,88 1,85
Immunotrol Cells 30
lot 617009 LT CD4 (/uL) 511,6 16,03 3,13
AQUIOS 1
AQuIOS LT CD4 (%) 23,6 0,91 3,86
Immunotrol
Low Cells 31
Jot 6180011 LT CD4 (/pL) 154,4 7,92 5,13
AQUIOS LT CD4 (%) 47,8 0,87 1,82
Immunotrol Cells 28
lot 617009 LT CD4 (/uL) 512,8 14,42 2,81
AQUIOS 2
AQUIOS LT €DA4 (%) 23,6 1,09 4,60
Immunotrol
29
Low Cells LT CD4 (/pL 155,8 8,56 5,50
lot 6180011 (/ut) ' ' '

Ricos et al. préconise un biais limite pour la numération des lymphocytes T CD4+ inférieur a
12,5% (82). Tous les CV des deux cytométres respectent donc ces critéres d’acceptabilité. A titre
indicatif, des CV de 3,26 et 9,20% pour les valeurs absolues de LT CD4 issues des AQUIOS Immuno-
Trol™ Cells et Low Cells avaient été montrés dans notre article de Cytometry (81). Le CV élevé du
niveau bas de CQl avait été alors expliqué par la survenue de divers incidents techniques sur

I"automate lors de la période d’évaluation.

3. Justesse/exactitude

a) Justesse

Selon la norme ISO 15189, la justesse est I'étroitesse de I'accord entre la moyenne d'un
nombre infini de valeurs mesurées répétées et une valeur de référence (76). Il n’existe pas de
matériau de référence certifié pour la numération des LT CD4 par cytométrie en flux. Ainsi, des
programmes de qualité ont été développés pour permettre de comparer la moyenne de plusieurs
dosages d’'un méme échantillon au sein d’un laboratoire, a la moyenne des résultats du dosage de ce
méme échantillon par les autres laboratoires utilisant la méme technique de mesure. Ces
laboratoires sont couramment appelés « groupe de pairs ». L'écart observé correspond alors au
« biais ». Beckman Coulter a développé un tel programme, appelé « Programme d’Assurance Qualité
Interlaboratoire » (IQAP). Tous les laboratoires utilisant les AQUIOS CL pour la numération des LT
CD4 soumettent leurs résultats d’AQUIOS Immuno-Trol™ Cells et Low Cells a I'lQAP, et peuvent ainsi

se comparer a leur groupe de pairs.

Les résultats de I'lQAP avec le premier lot de CQl Immuno-Trol™ Cells sont présentés dans le
tableau 12.
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Tableau 12. IQAP de I’AQUIOS Immuno-Trol™ Cells lot 6170010

Nombre

de Moyenne Ecart-type 87
cal Automate Parameétre Moyenne Y N Ecart-type .p CV (%) | des pairs
valeurs des pairs des pairs
AQUIOS LT CD4 (%) 0,5 4,4 0,01 13,73 1,46 82,41
Immunotrol | AQUIOS 1 94
Cells LT CD4 (/uL) 570,0 561,0 16,00 13,94 2,81 3,59
lot 6170010
1T CDA (%) 0,5 a4 0,01 13,73 1,66 R2,41
01/02/2016 au | AQUI0S2 »
28/05/2016 LT CD4 (/uL) 580,0 561,0 18,00 13,94 3,10 3,59

De facon surprenante, les résultats des proportions de LT CD4 sont a soumettre sous forme
de décimale (e.g. 0,5) et non de pourcentages (e.g. 49,18%). D’une part, ce format nous parait peu
adéquat car nous perdons de l'information sur le résultat a cause du manque de décimales. De plus,
en vue des résultats du rapport obtenu (Tableau 3), certains laboratoires du groupe de pairs ont
rendu les résultats en pourcentages, ce qui fausse totalement les moyennes et entraine ainsi des
résultats aberrants, tels que les CV de 82,41%. Nous avons signalé I'erreur a Beckman Coulter et

sommes en attente de leur correction pour la détermination du biais de la numération de LT CD4.

b) Exactitude
Selon la norme ISO 15189, I'exactitude est I'étroitesse de |'accord entre une valeur mesurée
et la valeur vraie d'un mesurande (76). De méme que pour la justesse, il n’existe pas d’étalons
primaires, de matériaux de référence certifiés (MRC) ou de méthodes de référence tracables au
Systeme International ou a des étalons internationaux pour I'immunophénotypage des LT CD4. Nous

avons donc évalué I'exactitude a partir des résultats des Evaluations Externes de la Qualité (EEQ).

Selon le SH REF 02 (78), les laboratoires accrédités doivent participer a une EEQ chaque
trimestre pour les examens les plus courants, et cette évaluation de I'exactitude n’est pertinente que
lorsque le nombre de participants a 'EEQ est suffisant. La participation au Controle National de
Qualité (CNQ) de 'ANSM est obligatoire, mais insuffisant compte tenu de sa fréquence (moins d’un
par an). Nous participons donc également au programme d’assurance qualité UK NEQAS (United
Kingdom National External Quality Assurance Service), diffusé dans le monde entier et permettant la
confrontation des résultats de plusieurs centaines de laboratoires réalisant des phénotypages
lymphocytaires. Cet EEQ représente 6 consultations annuelles de 2 échantillons de sang stabilisé avec

environ 450 participants.

La valeur de LT CD4 rendue par notre laboratoire est comparée a la moyenne des résultats,
pour le méme échantillon, issus du groupe de pairs « utilisateurs de ’AQUIOS CL ». Nous analysons

généralement deux fois de suite I'’échantillon d’EEQ et nous comparons notre moyenne a celle des
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pairs. L'écart observé correspond a I'inexactitude. Pour les UK NEQAS, un z Score est calculé selon la
formule suivante :

moyenne labo — moyenne des pairs
zScore =

Ecart-type des pairs

Nous avons participé au CNQ de I"ANSM fin mai 2016 avec les AQUIOS CL (échantillons
16TYL1 et 16TYL2). Les résultats figurent dans le tableau 13. Moins de 7 laboratoires ayant rendu des
résultats issus de I’AQUIOS CL, nous n’avons pu comparer notre résultat a notre groupe de pairs,
mais seulement au groupe « toute technique confondue ». Ainsi, selon les critéres de ’ANSM, tous

nos résultats étaient acceptables, pour ’AQUIOS 1 comme I’AQUIOS 2 (notes A ou B).

Tableau 13. Contréle national de qualité ANSM 2016

LT CDA4 (%) A
LTCDA (/uL) | 662 77 705,5 20% A
LTCDA4 (%) | 46,74 115 46,71 7% A
LTCDA (/uL) | 695 77 705,5 20% A
LTCD4 (%) | 10,89 118 10,24 11% B
LTCDA (/uL) | 132 78 130,8 23% A
LTCD4 (%) | 11,02 118 10,24 11% B
LTCDA (/uL) | 144 78 130,8 23% A

L’écart entre le résultat du labo et la moyenne des participants est apprécié en fonction des limites
acceptables (LA) :

A = Bon résultat: écart < 0,5 LA

B = Résultat acceptable: écart entre 0,5 et 1 LA

C = Résultat a controler: écart entre 1 et 2 LA

D = Résultat erroné: écart > 2 LA

Le tableau 14 présente les résultats des premiers UK NEQAS regus depuis I'installation des
AQUIOS CL. L’AQUIOS CL étant commercialisé depuis peu, seuls 16 laboratoires ont répondu a cette
EEQ. Deux échantillons ont été recus, références 025 et 026. N’ayant qu’une seule inscription a I'EEQ
UK NEQAS pour deux AQUIOS CL disponibles au laboratoire, nous avons décidé de rendre les
résultats de ’AQUIOS 2 pour I'échantillon 025 (moyenne du duplicat) et les résultats de '’AQUIOS 1
pour I’échantillon 026 (moyenne du duplicat également) ; I’échantillon 025 a néanmoins été analysé
sur 'AQUIOS 1 (mesure unique) et de méme, I'échantillon 026 a été passé sur '’AQUIOS 2 (mesure
unique). Ainsi, a la publication des résultats des pairs, nous avons pu comparer et calculer le biais et z
Score pour les deux AQUIOS CL. Les résultats du z Score doivent étre compris entre [-2 ; +2], c’est-a-

dire que notre résultat est distant au maximum de +2 écart-types de la valeur cible. Le tableau 14
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montre que tous les échantillons d’UK NEQAS ont répondu a ces critéres, sur chacun des deux

AQUIOS CL.

Tableau 14. UK NEQAS 025 et 026

LT CD4 (%)
AQUIOS 1
LT CD4 (/uL) 235 - 235 236,2 9,20 0,13
LT CDA4 (%) 27,0 25,1 26,1 26,0 0,60 0,02
AQUIOS 2
LT CD4 (/uL) 250 232 241 236,2 9,20 0,52
LT CD4 (%) 48,0 47,3 47,7 47,1 0,89 0,57
AQUIOS 1
LT CD4 (/uL) 575 546 560,5 571,9 17,87 0,61
LT CD4 (%) 47,2 - 47,2 47,1 0,89 0.11
AQUIOS 2
LT CD4 (/uL) 570 . 570 571,9 17,87 0,11

Il est a noter que cette EEQ utilise des échantillons spécifiquement formulés pour les AQUIOS
CL et inclus dans I'« Immune Monitoring (Alternative Technologies) Programme ». En effet,
I’échantillon classique UK NEQAS « Immune Monitoring Programme » envoyé aux utilisateurs
d’autres types de cytométres de flux pour quantifier les populations lymphocytaires, n’était a priori
pas adapté a I’AQUIOS CL. Par curiosité, nous avons donc analysé I"échantillon d’EEQ recu pour notre
Navios sur I’AQUIOS (Fig.10). Les aspects des histogrammes issus de 'UK NEQAS du Navios paraissent
en effet moins jolis que I'UK NEQAS spécifique de I’AQUIOS CL ; la taille (FS et EV) des polynucléaires
est affaissée dans I'échantillon du Navios, suggérant une conservation moins optimale que
I’échantillon spécifique de 'AQUIOS CL; les populations leucocytaires sont également moins bien
discriminées sur I’histogramme CD45/SS ; enfin sur le graphe biparamétrique CD4/CDS, la population
CD8+ est mieux séparée de la population négative dans I'’échantillon spécifique de I’AQUIOS CL. Au
niveau des résultats quantitatifs de 'UK NEQAS du Navios, on observe pourtant peu de différence
entre les résultats rendus par le Navios et par les AQUIOS CL 1 et 2: 48,4% versus 44,4 et 44,6% LT
CD4 respectivement ; 651 versus 601 et 643 LT CD4/uL respectivement. Ceci confirme la robustesse

des AQUIOS CL pour la numération des LT CDA4.
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Figure 10. Comparaison des aspects des histogrammes de 'UK NEQAS spécifique des AQUIOS CL et de 'UK

NEQAS utilisé pour le NAVIOS

4, Incertitude de mesure

Selon le SH GTA 014 (77), I'incertitude de mesure liée a la phase analytique du processus de

I'examen biologique doit étre connue afin d’améliorer l'interprétation des résultats. En effet,

I'incertitude associée au résultat permet une meilleure évaluation en confortant le diagnostic et la

prise de décision thérapeutique. Elle permet d’apporter des informations supplémentaires pour

comparer une valeur a son antériorité ou encore appréhender le risque par rapport a un seuil

décisionnel (Fig.11).
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Figure 11. Intérét de l'incertitude de mesure (77)

L'incertitude de mesure permet d’apprécier la différence significative entre deux valeurs (résultat 1 differe du
résultat 4, mais ne différe ni du résultat 2 ni 3) et de mettre en évidence les éventuels risques de faux-positifs
(résultat 3) ou faux-négatifs (résultat 2) autour d’un seuil décisionnel.

Chacun des facteurs pouvant influencer le résultat de I'examen biologique devra étre pris en
compte, listé, et si possible en quantifier I'impact sur I'incertitude de mesure : phase pré-analytique,
analytique (échantillonnage, préparation des échantillons ...), calibrateurs, matériaux de référence,
conditions expérimentales (température, délai, anticoagulant ...), changements de manipulateurs,
etc... Tout ceci est consigné dans la partie « maitrise de risque » du dossier de validation de méthode
(ANNEXE 1). La variabilité biologique due au patient n’est pas prise en compte dans la détermination
de l'incertitude de mesure, mais elle est bien entendu a prendre en considération pour I'exploitation
du résultat de [I'examen, notamment en termes d'interprétation et de décision

cliniques/thérapeutiques par rapport a un seuil ou a un résultat antérieur.

Il existe plusieurs approches valides pour la détermination de l'incertitude de mesure. Nous
avons utilisé celle dénommée « méthode intra-laboratoire (ClQ + Matériaux de référence) ». Elle
repose sur les résultats disponibles au laboratoire, a savoir ceux de la fidélité intermédiaire et de la

justesse (évaluations externes de la qualité). Les composants d’incertitude quantifiables sont :

- L’écart-type de fidélité intermédiaire (déterminé lors de la validation de méthode) : SDg,
o Lincertitude liée a la fidélité intermédiaire Ug = SDg,

- Lerreur de justesse : Ejysesse tirée des résultats d’'EEQ
O Ejustesse = Valeur du laboratoire — Moyenne du groupe de pairs

o L'incertitude liée a la justesse se calcule comme suit :
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| Ejustesse |

V3

U

justesse

- Lincertitude d’étalonnage et de modélisation : non accessibles a I'utilisateur des AQUIOS CL

L'incertitude combinée u(C) est définit par la racine de la somme quadratique de toutes les

composantes d’incertitude U(C) = \/(UZJustesse+ UZFI)

Enfin, I'incertitude élargie U est définit par k . u(C), en prenant le facteur d’élargissement k = 2,
correspondant a un niveau de confiance a 95% (77). U représente I’erreur totale analytique. Elle est

exprimée en valeur absolue et en pourcentage a deux niveaux de concentration en LT CD4.
Les résultats sont consignés dans le tableau 15. Ainsi, pour une numération des lymphocytes

T CD4 de 504 /uL sur 'AQUIOS 1, le résultat devra étre présenté sous la forme 504 + 35 LT CD4 /ulL;

a une concentration plus faible de LT CD4, il faudra plutét utiliser I'erreur totale de 10,4%.

Tableau 15. Incertitude de mesure pour la numération des LT CD4 en valeur absolue

. Valeur | SDy =
Echantillon cible* UFI EEQIaba EEQpairs EJus':esse UJustesse U(C) u u (%)
AQUIOS Immunotrol
Cells 504 16,0 560,5 571.9 11,4 6,6 17,3 34,7 6,9
lot 6170009
VINOS A AQUIOS Immunotrol
Low Cells 153 7,9 235,0 236,2 12 0,7 8,0 15,9 10,4
lot 6180011
AQUIOS Immunotrol
Cells 504 144 570,0 5719 19 11 14,5 28,9 5,7
lot 617009
AQuios2 AQUIOS Immunotrol
Low Cells 153 8,6 241,0 236,2 4,8 2,8 9,0 18,0 11,8
lot 618011

* Valeur cible du CQl fournie par le fournisseur

L’erreur totale limite conseillée par Ricos et al. est de 17,6% pour la numération des lymphocytes

totaux (82). Aucune recommandation n’est disponible pour les LT CD4 en particulier.

5. Intervalle de mesure

a) Limite de quantification
Selon la norme ISO 15189, la limite de quantification correspond a la plus petite valeur
mesurée fournie avec un niveau de fiabilité acceptable et d'incertitude connue, qui peut donc étre

rendue comme résultat pour un échantillon de patient (76). Ainsi, un échantillon a été dilué en série
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et chaque dilution mesurée plusieurs fois (entre 6 et 8 fois selon le volume disponible) afin de
déterminer le CV pour chaque concentration. La courbe d’Horwitz permet ensuite de déterminer la
limite de quantification qui correspond a la plus petite concentration rendue avec un CV inférieur ou

égal a 10% (Fig.12).

AQUIOS 1 0% AQUIOS 2

25%

30%

25%
20%
20%
15%
15%

10% . T - 10%

Coefficient de variation

5% 5% 1
4

Coefficient de variation

0% - . 0%
0 20 40 60 80 v v 4u bU U

Nombre de cellules/pL Nombre de cellules/pL

Figure 12. Limite de quantification : courbes d’Hortwitz

La limite de quantification des AQUIOS 1 et 2 est de 40 LT CD4/uL. Pour un CV acceptable de
15%, les limites de quantification seraient respectivement de 30 et 20 LT CD4/uL. En pratique, pour
des échantillons trés lymphopéniques en LT CD4, les biologistes rendent donc « Inférieur a 40 LT
CD4/uL » sur les compte-rendus de résultats biologiques destinés aux cliniciens, et non plus une
valeur numérique.

Pour rappel, la limite de quantification de I'’AQUIOS CL évalué dans l'article de Cytometry
était différente (20 LT CD4/uL) (81), renforcant I'importance de déterminer le domaine de mesure de

chaque nouvel automate avant sa mise en service, afin de maitriser les résultats rendus.

b) Limite de linéarité

En cytométrie en flux, l'utilisation d’anticorps pour détecter les marqueurs cellulaires
impliqgue un phénomeéne de saturation des anticorps. En effet, pour des échantillons a forte
cellularité et présentant le marqueur d’intérét, le signal de fluorescence atteint un palier de
saturation quand tous les anticorps sont liés a I'antigene, malgré le fait qu’il reste des sites
antigéniques disponibles. Afin de déterminer cette limite de linéarité, on dilue en série un échantillon
de concentration trés élevée, et chaque concentration est mesurée deux fois. En tracant la droite
linéaire passant par zéro, on détermine la plus haute concentration du domaine de linéarité, au-
dessus de laquelle il faudra diluer I’échantillon pour pouvoir rendre le résultat de I’échantillon patient

(Fig.13).
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Figure 13. Limite de linéarité des AQUIOS CL

Les limites de linéarité des AQUIOS 1 et 2 sont donc respectivement de 10.000 et 12.000 LT
CD4/uL. Cette étude s’est traduite en pratique au laboratoire par une dilution systématique de tout

échantillon dépassant la limite de linéarité des automates.

Pour rappel, aucune limite de linéarité n’avait été mise en évidence lors du B-test sur site
dans le domaine étudié (jusqu’a environ 20.000 LT CD4/ulL) (81); ceci souligne I'importance de
déterminer le domaine de mesure de chaque automate avant sa mise en service, afin de maitriser les

résultats rendus.

6. Contaminations

a) Contamination inter-échantillon
Nous avons évalué la potentielle contamination entre deux échantillons analysés
successivement sur ’AQUIOS CL. Pour cela, un échantillon présentant une concentration élevée en LT
CD4 a été dosé trois fois consécutivement (H1, H2, H3 ; moyenne mH), puis un échantillon de faible
concentration en LT CD4 a été également analysé 3 fois (B1, B2, B3). Cette séquence a été répétée 5
fois, afin d’établir la moyenne des B1 (mB1) potentiellement contaminés par le dernier passage de

I’échantillon de forte concentration, et la moyenne des B3 (mB3) probablement non contaminés

(Fig.14).
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Cyclel | Cycle2 | Cycle3 | Cycle4 | Cycle 5
H1 H1 H1 H1 H1
H2 H2 H2 H2 H2
H2 H2 H2 H2 H2
Bl B1 Bl Bl Bl
B2 B2 B2 B2 B2
B3 B3 B3 B3 B3

Figure 14. Schéma du déroulement du test de contamination inter-échantillon

La différence entre ces deux moyennes a été ensuite évaluée a 'aide d’un test de Mann-

Whitney, et le pourcentage de contamination entre les échantillons est calculé de la fagon suivante:
mB1-mB3

Pour ’AQUIOS 1, les tests de surghargamnt 489%fectués a raide d’échantillons présentant
3% versus 77% de LT CD4 et 52 versus 1492 LT CD4/uL. Pour ’AQUIOS 2, des échantillons 8% versus
49% de LT CD4 et 89 versus 1562 LT CD4/uL ont été utilisés. Compte tenu de l'importance clinique de
ces examens, il est évident que le niveau de la contamination doit étre proche de zéro : pour aucun
des deux automates testés il n’a été mis en évidence de contamination inter-échantillon significative

(Tableau 16).

Tableau 16. Test de contamination inter-échantillon des AQUIOS CL

Taux de
Automate Parameétre pValue .
contamination (%)
LT CD4 (%) 0,596 0,12
AQUIOS 1
LT CD4 (/pL) 0,528 0,14
LT CD4 (%) 0,116 1,06
AQUIOS 2
LT CD4 (/pL) 0,139 0,54
b) Contamination inter-réactif

L’AQUIOS CL est capable de déterminer la numération des LB et des NK par un test « Tétra
2 ». Nous n’utilisons pas cette option au laboratoire. Pourtant, nous étions intéressés de tester la
potentielle contamination entre le réactif Tétra 1 servant a la numération des LT CD4 et CDS, et le
réactif Tétra 2, puisque les réactifs sont distribués par la méme seringue. Sur un échantillon, les LT
CD4 sont quantifiés 10 fois de suite, puis de nouveau dix fois mais en alternance avec la
quantification des LB et NK. La moyenne des LT CD4 de la premiére série est déterminée, puis celle
de la deuxiéme série passée en alternance avec le Tétra 2. Un test de Mann-Whitney permet ensuite
de tester I'égalité des moyennes (Tableau 17). Si les moyennes sont différentes, c’est qu’il existe une

contamination entre les deux réactifs ayant un impact sur le résultat de la numération des LT CD4.
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Tableau 17. Test de contamination inter-réactif des AQUIOS CL

Automate Paramétre pValue
LT CD4 (%) 0,149
AQUIOS 1
LT CD4 (/uL) 0,070
LT CD4 (%) 0,606
AQUIOS 2
LT CD4 (/pL) 0,069

Aucune contamination significative n’a été montrée sur les AQUIOS CL installés au
laboratoire, a la différence de ce qui avait été mis en évidence pendant la B-évaluation de ’AQUIOS

CL (81).

7. Comparaison de méthode

30 échantillons de patients issus de notre activité de routine ont été utilisés pour la
comparaison de méthode. Le ratio homme/femme était de 0,76 ; I'dge s’étendait de 6 semaines a 81
ans (dont 6 patients pédiatriques) ; les principales pathologies étaient I'infection a VIH (47%), les
pathologies auto-immunes (17%), les hémopathies malignes traitées ou non par greffe de moelle
osseuse (10%), les asthmes traités au long cours par corticothérapie (10%) et les déficits
immunitaires congénitaux (7%). Tel que recommandé par la norme 1SO15189, nous avons analysé
des valeurs de LT CD4 représentatives de celles rencontrées en routine, sur une gamme la plus large

possible.

Nous avons comparé chaque AQUIOS CL avec la méthode de référence utilisée
précédemment au laboratoire, le cytometre FC500 (Beckman Coulter). Nous avons aussi comparé les
deux AQUIOS CL entre eux pour vérifier qu’ils étaient bien interchangeables et pouvaient étre utilisés
en miroir. Pour chacune de ces comparaisons, nous avons étudié la concordance entre les
cytomeétres, illustrée par le diagramme des différences de Bland-Altman. Nous avons également
évalué la corrélation entre les résultats ; pour cela, le coefficient de corrélation de Spearman R a été
déterminé et testé statistiquement, I'ordonnée a I'origine et le coefficient directeur de la droite de

corrélation comparés a 0.
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a) Comparaison AQUIOS CL et méthode de référence FC500

(1) AQUIOS 1 versus FC500
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Figure 15. Comparaison de la numération des LT CD4 par ’AQUIOS 1 et le FC500

Les diagrammes de Bland-Altman pour les valeurs absolues (Fig.15A) et les pourcentages
(Fig.15C) de LT CD4 ont mis en évidence 4 déviants. Les histogrammes des échantillons
correspondants ont été ré-éxaminés sur chacun des cytometres. Les fenétrages des populations
d’intérét étaient corrects, la séparation entre les monocytes et les lymphocytes était nette et aucun
probleme de lyse n’a été noté. Les CQl au moment de I'analyse de ces échantillons étaient validés sur
chacun des cytometres. Pour les valeurs absolues (Fig.15A), le déviant a 3573 LT CD4/ulL de moyenne
était hors des seuils décisionnels et sans impact sur la prise en charge clinique du patient. Le déviant
a 579 LT CD4/uL de moyenne se situait juste au niveau de la limite supérieure de concordance et
n’aurait pas eu d’impact clinique ou thérapeutique. Pour les pourcentages (Fig.15C), les déviants
représentaient des différences de 5,4 et 3,6 % par rapport a des moyennes de 57,3 et 62,2%
respectivement ; ces différences n’auraient pas non plus eu d’impact sur la prise en charge du

patient.

Les résultats de la numération des LT CD4 en valeur absolue et en pourcentage issus des
deux cytomeétres semblaient linéairement corrélés sur les figures 15B et 15D respectivement.
Confirmant la corrélation linéaire, les coefficients de corrélation R* étaient significatifs (0,985 et
0,993 respectivement pour les valeurs absolues et les pourcentages ; p < 2.10™'°) et les coefficients

-16

directeurs des deux droites significativement différents de 0 (p < 2.107). Enfin, aucun biais n’a été
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mis en évidence entre les résultats de ’AQUIOS 1 et du FC500, puisque les ordonnées a |'origine des
valeurs absolues (+38,4 LT CD4/ulL) et des pourcentages (+0,43% de LT CD4) n’étaient pas

significativement différentes de 0 (p = 0,155 et 0,493 respectivement).

CONCLUSION. Les méthodes de numération des sous-populations lymphocytaires T par

I’AQUIOS 1 et le FC500 sont considérées comme interchangeables.

(2) AQUIOS 2 versus FC500
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Figure 16. Comparaison de la numération des LT CD4 par I’AQUIOS 2 et le FC500

Les diagrammes de Bland-Altman pour les valeurs absolues (Fig.16A) et les pourcentages
(Fig.16C) de LT CD4 ont mis en évidence 5 déviants. Les histogrammes des échantillons
correspondants ont été ré-éxaminés sur chacun des cytomeétres. Les fenétrages des populations
d’intérét étaient corrects, la séparation entre les monocytes et les lymphocytes était nette et aucun
probléme de lyse n’a été noté. Les CQl au moment de I'analyse de ces échantillons étaient validés sur
chacun des cytometres. Pour les valeurs absolues (Fig.16A), les déviants a 3576 et 638 LT CD4/uL de
moyenne étaient hors des seuils décisionnels et sans impact sur la prise en charge clinique des
patients. Le déviant a 293 LT CD4/uL était proche des seuils décisionnels mais se situait juste au
niveau de la limite inférieure de concordance. Pour les pourcentages (Fig.16C), les déviants
représentaient des différences de 4,4 et 4,7% par rapport a des moyennes de 57,9 et 61,7%
respectivement ; ces différences étaient également hors des seuils décisionnels et n’auraient pas eu

d’impact sur la prise en charge du patient.
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Les résultats de la numération des LT CD4 en valeur absolue et en pourcentage issus des
deux cytometres semblaient linéairement corrélés sur les figures 16B et 16D respectivement.
Confirmant la corrélation linéaire, les coefficients de corrélation R* étaient significatifs (0,988 et
0,991 respectivement pour les valeurs absolues et les pourcentages ; p < 2.10) et les coefficients
directeurs des deux droites significativement différents de 0 (p < 2.10*°). Enfin, 'ordonnée a I'origine
des résultats de pourcentage (+0,40% de LT CD4) n’était pas significativement différente de 0 (p =
0,560), alors que celle des valeurs absolues (+67,9 LT CD4/uL) était associée a une pValue
significative (p = 0,008), suggérant une potentielle surestimation des valeurs absolues de LT CD4 par
I’AQUIOS 2 par rapport au FC500. Lorsque I'on s’affranchit du principal déviant visible sur cette
corrélation (3823 et 3328 LT CD4/uL sur le FC500 et 'AQUIOS 2 respectivement) (Fig.16B), le biais
disparait, le coefficient directeur passant de 0,924 a 0,989 et I'ordonnée a l'origine de +67,9 a +27,6.
Nous n’avons donc pas retenu ce biais, provenant principalement d’'un déviant qui est par ailleurs
totalement hors des bornes décisionnelles et n’a donc aucun impact sur la prise en charge du

patient.

CONCLUSION. Les méthodes de numération des sous-populations lymphocytaires T par

I’AQUIOS 2 et le FC500 sont considérées comme interchangeables.

b) Comparaison AQUIOS 1 et AQUIOS 2
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Figure 17. Comparaison de la numération des LT CD4 par ’AQUIOS 1 et I’AQUIOS 2
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Les diagrammes de Bland-Altman ont mis en évidence 4 déviants pour les valeurs absolues
uniquement (Fig.17A et 17C). Les histogrammes des échantillons correspondants ont été ré-
éxaminés sur chacun des cytométres. Les fenétrages des populations d’intérét étaient corrects, la
séparation entre les monocytes et les lymphocytes était nette et aucun probléeme de lyse n’a été
noté. Les CQl au moment de I'analyse de ces échantillons étaient validés sur chacun des cytometres.
Les déviants a 1622, 1330, 1649, 572 et 689 LT CD4/uL de moyenne étaient hors des seuils

décisionnels et sans impact sur la prise en charge clinique des patients.

Les résultats de la numération des LT CD4 en valeur absolue et en pourcentage issus des
deux cytomeétres semblaient linéairement corrélés sur les figures 17B et 17D respectivement.
Confirmant la corrélation linéaire, les coefficients de corrélation R* étaient significatifs (0,989 et
0,996 respectivement pour les valeurs absolues et les pourcentages ; p < 2.10™) et les coefficients
directeurs des deux droites significativement différents de 0 (p < 2.10™°). Enfin, aucun biais n’a été
mis en évidence entre les résultats de I’AQUIOS 1 et de I’AQUIOS 2, puisque les ordonnées a I’origine
des valeurs absolues (+35,3 LT CD4/ulL) et des pourcentages (+0,01% de LT CD4) n’étaient pas

significativement différentes de 0 (p = 0,291 et 0,784 respectivement).

CONCLUSION. Les méthodes de numération des sous-populations lymphocytaires T par
I’AQUIOS 1 et 2 sont considérées comme interchangeables, les deux cytométres sont donc considérés

comme des automates en miroir.

8. Récapitulatif et conclusion

Le tableau 18 résume les résultats obtenus lors de la validation de méthode des AQUIOS 1 et
2. U'ensemble de cette validation de méthode a donné des résultats satisfaisants sur les deux
cytometres, conformes a I'état de I'art de la méthodologie de cytométrie, et répondant aux
recommandations des sociétés savantes et exigences du COFRAC. Les résultats ont été consignés
dans les dossiers de validation de méthode des cytometres, ou figurent également la maitrise des
risques de la numération des LT CDA4. lIs ont été envoyés pour relecture a la société CT2M (Centre
Technologique Méditerranéen de Métrologie), et archivés aprés prise en compte de leurs remarques.

Le dossier de validation de méthode de ’AQUIOS 1 est consultable en ANNEXE 1 a titre d’exemple.
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Tableau 18. Récapitulatif des résultats de validation de méthode des AQUIOS 1 et 2

Immunotrol | Immunotrol Immunotrol | Immunotrol
Low Cells Cells Low Cells Cells

4,32 1,47 4,98 2,96

Immunotrol | Immunotrol Immunotrol | Immunotrol
Low Cells Cells Low Cells Cells

3,94 1,71 4,37 1,96

3,86 1,85 5,13 3,13

4,60 1,82 5,50 2,81

En attente des résultats de 'IQAP

CNQde I’ANSM: notes A et B,
UK NEQAS: z Scores entre [-2 ; +2]

LT CD4 /pL:
Entre 6,9 et 10,4%

LT CD4 /pL:
Entre 5,7 et 11,8%

40 - 10 000 LT CD4/pL

40—12 000 LT CD4 /uL

0,12 0,14

1,06 0,54

Aucune contamination

Aucune contamination

AQUIOS 1 comparable et interchangeable a la
méthode de référence FC500

AQUIOS 2 comparable et interchangeable a la
méthode de référence FC500

AQUIOS 1 et AQUIOS 2 comparables et interchangeables : automates en miroir
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C. Retour d’expérience sur les 6 premiers mois d’utilisation en routine

1. Rédaction des procédures d’utilisation

a) Procédure d’utilisation de ’'AQUIOS CL
La procédure d’utilisation de I'AQUIOS CL est disponible en ANNEXE 2: « Numération des
lymphocytes T en valeur absolue par le cytomeétre en flux AQUIOS CL (Beckman Coulter) ».

b) Procédure de gestion des contréles de qualité

(1) Procédure de gestion des CQl

Les résultats des CQIl sont consultables dans un onglet dédié sur I’AQUIOS CL. Cet onglet
présente les résultats de CQl sous forme de diagramme de Levey-Jennings associés aux bornes fixes
du fournisseur d’une part et de bornes mobiles (2SD et 3SD) d’autre part. Or, les premieres sont
généralement tres peu adaptées a la pratique clinique : par exemple, sur I'lmmuno-Trol™ Cells (lot
6170009), les bornes pour les lymphocytes totaux sont de 1092 +371/uL, représentant un CV de 11%
environ, alors que les recommandations de Ricos et al. sont < 5% ; les bornes pour les LT CD4 sont de
504 + 106/uL, représentant un CV de 7% environ alors que les CV observés au laboratoire sont
habituellement de 3% environ. Quant aux bornes mobiles, elles ne permettent pas de suivre une
éventuelle dérive ou la nécessité de recibler un CQl par exemple. Pour pallier a ces inconvénients,
nous suivons donc les résultats des CQl sur le logiciel Laboratory Production Manager (LPM), ou les
bornes peuvent étre définies par les biologistes selon la procédure de gestion des contréles (période

probatoire, alarmes pour les régles d’alerte/de rejet, ...)

La procédure de gestion des contrdles de qualité est disponible en ANNEXE 3 : « Procédure

de gestion des contréles qualité de I'immunologie cellulaire ».

(2) Exemple de prise en charge d’un CQl incorrect

Le 30 mai 2016, le CQl Immuno-Trol™ Low Cells du matin passé sur I’AQUIOS 2 est incorrect :
les séparations sont effondrées et les aspects des histogrammes impactés en conséquence (Fig.18).
Nous avons donc repassé le CQl, pour éliminer un éventuel probleme technique lors de la
précédente analyse. Le nouveau résultat était identique au précédent. N'ayant changé aucun lot ou
flacon de réactif par rapport a la veille, nous avons donc conclu que ce flacon particulier de CQl était
peut-étre en cause. Ainsi, nous avons passé un nouveau flacon d’Immuno-Trol™ Low Cells (méme lot)
sur I’AQUIOS 2 ; en paralléle, le flacon posant probléme a été analysé sur I'AQUIOS 1. Les résultats du
nouveau flacon de CQl passé sur I'AQUIOS 2 étaient alors corrects ; le flacon ayant posé probleme sur

I’AQUIOS 2 était également mauvais sur '’AQUIOS 1. Ceci validait donc le fait que les résultats
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incorrects du CQl était liés au flacon d’Immuno-Trol™ Low Cells et non pas a une défaillance du

cytometre AQUIOS 2.
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Figure 18. Histogrammes et diagrammes de Levey-Jennings du CQl incorrect

Les nuages de différentes sous-populations leucocytaires sont collés les uns aux autres sur les graphiques ; la
séparation entre les pics CD3-All et CD3+All est insuffisante; la population de LT CD8+ est peu dissociée des LT
CDS8-. Ces aspects inhabituels sont retranscrits sur les Levey-Jennings par des résultats et des séparations

totalement aberrants.

A noter, ce dernier présentait un aspect noir laqué différent des autres flacons d’'Immuno-
Trol™ Low Cells du méme lot, dont celui de la méme boite, comme illustré sur la figure 19. Le flacon
avait été recu au laboratoire dans la glace, stocké dés réception a +4°C et jamais sorti du

réfrigérateur avant utilisation.

Figure 19. Aspect noir laqué du flacon d’AQUIOS Immunotrol Low Cells incorrect

A droite, le flacon ayant posé probléme ; a gauche, le deuxieme flacon de la boite, d’aspect normal.
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c) Procédure de validation technique et biologique
La procédure de validation technique et biologique de I’AQUIOS CL est disponible en ANNEXE 4 :
« Validation technique et biologique des numérations de lymphocytes T CD3+, CD4+ et CD8+ (TETRA
1) sur le cytométre AQUIOS CL ».

2. Analyse des problémes rencontrés
a) Problémes de lyse et d’histogramme SS/EV

(1) Description des problémes de lyse
Le principal probleme rencontré lors de I'utilisation de I’/AQUIOS CL est un probléme de lyse
sur de nombreux échantillons. Ces problemes n’avaient pas été observés lors du B-test de I'AQUIOS

CL au laboratoire. lls ont plusieurs conséquences sur I'analyse et le résultat :

- Une perturbation du fenétrage des sous-populations leucocytaires entrainant une
numeération des leucocytes erronée (Fig.20A)

- Une perturbation de I'histogramme SS/EV empéchant d’éliminer les monocytes du fenétrage
Lymphs EV.

o Sile pic CD3+All est contaminé par les monocytes, ceci engendre une surestimation
des valeurs absolues de lymphocytes totaux, LT CD3, LT CD4 et CDS8 (Fig.20B)

o Sila contamination ne touche pas le pic CD3+All mais seulement le pic
CD3-All, il n'y a aucune conséquence sur les valeurs absolues des lymphocytes
totaux, LT CD3, CD4 et CD8 (ni sur leurs pourcentages).

- Une perturbation de I'histogramme SS/EV ainsi que de Ihistogramme SSLin/CDA4S5 :
contamination de Lymphs EV et Lymphs 45 par des monocytes, voire des polynucléaires
(Fig.20C). Dans ce cas, le pic CD3- est contaminé, surestimant le nombre de lymphocytes
totaux, et faussant les pourcentages des sous-populations lymphocytaires T CD3, CD4 et CD8
(Fig.20C). Le pic CD3+All peut également étre contaminé, engendrant des valeurs absolues

de LT CD3, CD4 et CD8 erronées.
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Figure 20. Problémes de lyse rencontrés sur ’AQUIOS CL

e lyse satisfaisante, certains échantillons présentent un histogramme
une bonne distinction des monocytes et des lymphocytes (Fig.21). Cette

par les monocytes est visible sur I’histogramme monoparamétrique du

le compte de LT, plus particulierement LT CD4 (cf histogramme

biparamétrique CD8/CD4), et de lymphocytes totaux. Sur la figure 21, 'option 2 de fenétrage, parait

exclure les monocytes de lymphs EV sur le graphe SS/EV par rapport a 'option 1, mais pourtant ne

Iy

suffit pas a éliminer la contamination monocytaire visible sur I"histogramme biparamétrique

CD8/CDA4.

Fenétrage SS/EV : option 1

Fenétrage SS/EV : option 2
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Figure 21. Aspect problématique de I’histogramme SS/EV
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Nous avons étudié, sur un mois complet, la fréquence de ce probleme de lyse ou de VE, afin
d’essayer de mettre en évidence une éventuelle relation avec la démographie des patients ou les
habitudes du laboratoire.

1233 échantillons ont été analysés entre le 14 mars et le 14 avril 2016. 607 (49,2%) ont été
pris en charge sur I’AQUIOS 1 et 626 (50,8%) sur 'AQUIOS 2. 135 (10,9%) problémes de lyse ont été
répertoriés, dont 54 sur ’AQUIOS 1 et 81 sur I’AQUIOS 2. Il est intéressant de noter que lorsque I'on
repasse un bilan mal lysé sur le deuxieme AQUIOS CL, le probléme ne se corrige pas, éliminant une
éventuelle anomalie d’'un des automates. L’age des patients analysés s’étalait de 3 jours de vie a 87
ans, avec une moyenne de 54,9 ans. Le sexe ratio homme/femme était de 0,59. Les pathologies
impliquées étaient tres diverses, dans des proportions représentatives de la globalité des patients
traités en routine : 61 infections a VIH, 24 maladies autoimmunes, 16 hémopathies, 4 fibromyalgies,
4 pathologies d’hépato-néphrologie, 2 cancers, 1 déficit immunitaire congénital, 2 bilans
d’allergologie, 7 pathologies diverses et 13 sans informations cliniques disponibles. Certains patients
avaient regu des traitements pouvant impacter I'immunité et les différentes lignées cellulaires:
chimiothérapies (4), greffe de moelle osseuse ou cellules souches (11), immunoglobulines (2),
immunosuppresseurs dont corticothérapie au long cours (18) et Rituximab (12). Le délai entre le
prélevement et I'analyse sur I’AQUIOS CL s’étalait de 54 min a 23,3h. La température de la piéce est
constamment suivie par une sonde de température étalonnée par un prestataire de métrologie
accrédité COFRAC (Fig.22), et elle est également relevée manuellement au moment de I'allumage des
AQUIOS CL. Les recommandations de Beckman Coulter par rapport aux variations de température
sont:

- maintenir la température de la piece entre 18 °C et 26 °C
- @viter les fluctuations de plus de £ 2,8 °C lorsque le cytométre est utilisé

- conserver les réactifs de lyse entre 18 et 26°C.

RANT A §

w000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 oood
14032016 177032016 20032016 2032016 26032016 20002016 01042016 040472016 07042016 10042016 12042016 16042
Tendance Courbe kssee

Figure 22. Relevé des températures de la piece des AQUIOS CL

Sur ce graphique apparaissent la limite recommandée de 26°C (—=) et la moyenne
des températures relevée au moment de la mise en route des AQUIOS CL ().
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On note sur la figure 22 que les minimums recommandés sont bien respectés puisque la
température ne descend jamais en dessous de 20°C. Au contraire, on remarque plusieurs valeurs
maximum au-dessus de 26°C; en réalité, ces valeurs marginales correspondent a des périodes
pendant lesquelles aucun échantillon n’est analysé sur les AQUIOS CL: aprés 17h30, week-end et
jours fériés. La moyenne des températures relevées au moment de I'allumage des AQUIOS CL au
cours du mois étudié était de 24,0°C; on constate que la température pendant les heures
d’utilisation des AQUIOS CL est bien comprise entre 24 + 2,8°C. Le seul bémol mis en évidence par
rapport a la température de la piece pourrait étre le stockage des réactifs de lyse lorsque le systeme
de climatisation ne fonctionne pas, puisque I'on remarque quelques pics de température au-dessus
de 26°C hors des périodes d‘activité du laboratoire ; pour remédier a cet inconvénient, nous avons
donc depuis décidé de laisser le systeme de climatisation constamment en marche. Enfin, il est a
noter que parmi les 135 patients dont les échantillons présentaient un probleme de lyse, 32 avaient
eu des bilans antérieurs analysés sur I’AQUIOS CL : 7 d’entre eux avaient des antécédents bien lysés
et 26 présentaient déja ce probléme sur au moins un des bilans précédents.

Les problémes de lyse ne paraissaient donc pas étre associés a la démographie des patients
(aucune pathologie ou traitement spécifique), ni a un automate en particulier, ni étre causés par un

mauvais suivi de la température de la piéce de cytométrie ou un délai d’analyse trop important.

Les échantillons a probléeme étudiés ont été classés, apres lecture par deux opérateurs
différents, selon leur intensité : +, ++, +++ (Fig.23). 5 échantillons présentaient une lyse impeccable,
mais ont été inclus dans I'étude a cause d’histogrammes SS/EV anormaux, entrainant les mémes
problématiques que les lyses incompletes (Fig.23A). Parmi les problemes de lyse, 15 échantillons
correspondaient au premier groupe (Fig.23B), 74 au deuxieme (Fig.23C) et 41 au dernier groupe
(Fig.23D). Nous avons essayé de mettre en évidence des éventuels facteurs associés a ce dernier
groupe, puisqu’avec le recul des premiers mois d’utilisation, celui-ci représente les seuls échantillons
qui seront ré-analysés selon notre algorithme de validation (Cf ANNEXE 5) ; ainsi, aucune différence
n’a été soulignée pour les échantillons du groupe « probleme de lyse +++ » par rapport aux autres
échantillons, en termes d’age (p = 0,975 ; Mann-Whitney), de délai d’analyse (p = 0,537 ; Mann-
Whitney), de sexe ratio (p = 0,903 ; Test du Chi2), de pathologie (p = 0,176 ; Test exact de Fisher), de
traitement (p = 0.139 ; Test exact de Fisher) ou du modéle d’AQUIOS CL utilisé (p = 0,061 ; Test du
Chi2).
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Figure 23. Stratification des problémes de lyse rencontrés selon leur intensité

Les échantillons ont été classés selon I'importance de la population non lysée CD45"® sur le graphe CD45/SS,
jugée par la taille et I'intensité de coloration de ce nuage.

Sur 135 échantillons présentant une mauvaise lyse, 21 (15,6%) ont été ré-analysés sur le
Navios avec un protocole de marquage utilisant de I'OptilLyse® C, sans billes de calibration, afin de
vérifier les pourcentages rendus par I’AQUIOS CL; aucune différence significative n’a été observée
entre les résultats de pourcentage des populations lymphocytaires rendues par ’AQUIOS CL et le

Navios (Tableau 19).

Tableau 19. Comparaison des pourcentages de lymphocytes totaux et T CD4 mesurés sur
I’AQUIOS CL et le Navios

P Value (Wilcoxon)

Z1repasses 13 repasses avec probleme
de lyse +++
% Lymphocytes totaux 0,196 0,624
% LT CD4 0,122 0,173

Au final, différentes stratégies ont été adoptées pour rendre les résultats issus de ces 21 bilans ré-

analysés:

- 6 bilans complets ont été rendus a partir des résultats de 'AQUIOS CL, dont 3 avec un
probléme de lyse +++ ; en effet, les résultats AQUIOS CL / Navios / NFP étaient concordants.

- 7 bilans ont été rendus a partir des leucocytes de I’AQUIOS CL (concordants avec la NFP) et
les pourcentages des populations lymphocytaires du Navios ; 5 étaient des échantillons du

groupe « probleme de lyse +++ »
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- 8 bilans ont été rendus a partir des leucocytes de la NFP et les pourcentages des populations
lymphocytaires issus du Navios ; il est a noter que les pourcentages de I’AQUIOS CL étaient
discordants de plus de 5% par rapport a ceux du Navios pour seulement 3 de ces bilans (dont

1 seul du groupe « probleme de lyse +++ »).

(2) Solution apportée

Dans les cas problématiques de mauvaise lyse, particulierement ceux du groupe décrit
précédemment comme « probleme de lyse +++ », ou de populations anormales non fenétrables sur
I’AQUIOS CL (cf chapitre Ill. C. 2. b)), la solution proposée serait de travailler en méthode double
plateforme « leucocytes de la NFP associés aux pourcentages des sous-populations lymphocytaires
mesurés par le Navios ». Il a donc fallu valider I'utilisation de cette alernative double plateforme. En
effet, dans le cas ou cette technique double plateforme NFP/Navios n’était pas validée, il faudrait
envisager de conserver une technique simple plateforme de back-up sur le Navios du laboratoire,

utilisant des billes de calibration pour numérer les sous-populations lymphocytaires T CD4 et CD8.

Afin de répondre a cette problématique, nous avons d’abord conduit une étude comparative
des numérations issues de I’AQUIOS CL et de celles obtenus par I'automate LH780 (Beckman Coulter)
du service d’hématologie attenant a notre laboratoire ; ensuite, nous avons comparé les taux de
sous-populations lymphocytaires issus de 'AQUIOS CL avec ceux déterminés sur le Navios. 60
échantillons issus de notre activité de routine et représentatifs des services cliniques prescripteurs
ont été sélectionnés (Tableau 20). Chaque tube de sang total a été analysé successivement sur

I’AQUIOS CL, le LH780 du laboratoire d’hématologie, et le Navios, dans un délai de 4h maximum.

Tableau 20. Services prescripteurs des échantillons analysés dans la comparaison de méthode
AQUIOS CL/LH780

SO AT Proportion de.l'activité Nombre d’écl}antillon

du laboratoire (%) analysés

CS Infectieux 66,8 27 (45%)
Rhumato / Médecine interne 6,4 0 (15%)
Cancérologie 6,3 6 (10%)

Pédiatrie 5,7 8(13,3%)
Onco-hématologie pédiatrique 3,4 3(5%)
Cardio-pneumologie 3,4 4(6,7%)
Neurologie 2,4 1(1,7%)
Néphrologie 1 2(3,3%)

-85 -

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



(a) Comparaison AQUIOS CL /LH780

Les résultats de numération des leucocytes et lymphocytes totaux ont ici été comparés sur
I’AQUIOS CL et le LH780. Pour chaque parametre étudié, un diagramme des différences de Bland-
Altman a été réalisé (Fig.24). Les 60 échantillons présentaient des résultats inclus dans les limites de
concordance pour les leucocytes (Fig.24A) et le pourcentage des lymphocytes totaux (Fig.24B). En ce
qui concerne les valeurs absolues de lymphocytes totaux (Fig.24C), un unique déviant a été observé ;
I’écart entre les valeurs représentait un potentiel biais de 12%. Les graphiques des populations
d’intérét ont été vérifiés sur I’AQUIOS CL comme sur le LH780 : aucune erreur de fenétrage ou
alarme n’a pu expliquer cette différence. Nous avons considéré ce point comme acceptable, étant
donné que le résultat est dans la fourchette tres haute des valeurs de lymphocytes, sans impact
clinique ou thérapeutique possible.

Parmi ces 60 échantillons, 9 ont présenté un probléme de lyse sur I’AQUIOS CL. Les résultats
pour ces échantillons sont représentés par les points rouges sur les diagrammes de Bland-Altman
(Fig.24). On remarque qu’aucun des résultats correspondant a ces bilans ne se trouve en dehors des
limites de concordance, et ce pour les trois parameétres étudiés. Il est important de noter que parmi

ces 9 échantillons, aucun ne correspondait au groupe « probleme de lyse +++ ».
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Figure 24. Comparaison des numérations AQUIOS CL / LH780

Diagrammes de Bland-Altman comparant les résultats issus de I’AQUIOS CL et du LH780 pour les valeurs
absolues de leucocytes (A), les pourcentages (B) et les valeurs absolues (C) de lymphocytes totaux. Les points

rouges représentent les échantillons présentant une mauvaise lyse.
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Ces résultats montrent que I'’AQUIOS CL et l'automate d’hématologie LH780 sont
concordants et les méthodes interchangeables. Ainsi, cette étude valide I'utilisation des résultats de
numeération des leucocytes et lymphocytes issus de la NFP a la place de ceux de '’AQUIOS CL quand
ces derniers sont incorrects, lorsque la NFP a été prélevée le méme jour que I’échantillon regu au

laboratoire d'immunologie cellulaire.

(b) Comparaison AQUIOS CL / Navios

Les résultats des taux de lymphocytes totaux et LT CD4 issus de I’AQUIOS CL et du Navios ont
ensuite été comparés, sur les 60 échantillons de la cohorte précédente. Les diagrammes des
différences de Bland-Altman ne montrent aucun déviant hors des limites de concordance entre les
résultats issus du Navios et de I’AQUIOS CL, que ce soit pour les taux de lymphocytes totaux (Fig.25A)
ou les taux de LT CD4 (Fig.25B). Il est a noter que les résultats des 9 échantillons mal lysés (points
rouges) étaient également compris dans les limites de concordance, ce que nous attendions
puisqu’aucun de ces bilans n’appartenait au groupe « probleme de lyse +++ ». Par ailleurs, nous
avons observé un léger biais surestimant les proportions de LT CD4 sur le Navios par rapport a
I’AQUIOS CL (Fig.25B), explicable par le fenétrage beaucoup plus précis des lymphocytes sur le
Navios, qui exclue davantage de monocytes de la population CD3+ que I'’AQUIOS CL. Pour
information, il est a noter que les résultats pour les LT CD3 et LT CD8 étaient également tous dans les

bornes de suivi.
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Figure 25. Comparaison des taux de lymphocytes totaux et T CD4 AQUIOS CL / Navios

Diagrammes de Bland-Altman comparant les résultats issus de I’AQUIOS CL et du Navios pour les
pourcentages de lymphocytes totaux (A) et LT CD4 (B). Les points rouges représentent les échantillons
avec une mauvaise lyse.

Ces résultats montrent donc que les résultats des pourcentages des sous-populations
lymphocytaires issus de I’AQUIOS CL et du Navios sont concordants et interchangeables. Cette étude

nous a donc permis de valider I'utilisation du Navios pour le phénotypage des sous-populations
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lymphocytaires T lorsque les pourcentages issus de I’AQUIOS CL sont faussés a cause d’un probleme

de lyse ou de la présence d’une population anormale.

Ainsi, grace a ces deux comparaisons, nous avons pu valider |'utilisation de la méthode
double plateforme NFP/Navios pour les bilans problématiques sur ’AQUIOS CL. Cette démarche est
donc retrouvée dans I'algorithme de validation biologique que nous avons élaboré aprés plusieurs

mois d’expérience sur I’AQUIOS CL (Cf ANNEXE 4).

b) Histogrammes particuliers

(1) Marquage non spécifique
Il arrive que les cellules de certains patients présentent un marquage non-spécifique en
cytométrie de flux. Les histogrammes sont généralement trés caractéristiques (Fig.26A). Ainsi, nous
avons un protocole de marquage sur cellules préalablement lavées disponible au laboratoire (Cf
ANNEXE 4), qui conduit a des résultats tres satisfaisants une fois analysées sur I’AQUIOS CL (Fig.26B).
Des leucocytes sont éliminés au cours de cette étape, c’est pour cela que seuls les pourcentages des
différentes sous-populations sont rendus sur ce passage, mais que les valeurs absolues sont ensuite

recalculées a partir du résultat de leucocytes du premier passage, antérieur au lavage des cellules.
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Figure 26. Prise en charge des marquages non spécifiques sur ’AQUIOS CL

Exemple d’histogrammes lors d’'un marquage non spécifique, avant lavage (A) et aprés lavage des cellules (B)
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(2) Lymphocytes T double-positifs
Il est courant chez les patients infectés par le VIH de voir apparaitre des lymphocytes T

exprimant a la fois le CD4 et le CD8 (Fig.27). Ces lymphocytes sont appelés « LT double-positifs ».
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Figure 27. Mise en évidence de LT double positifs CD4+CD8+ sur I’AQUIOS CL

Sur la figure 27, deux populations de LT double positifs sont visibles : les LT CD4" exprimant
faiblement le CD8 (Fig.27A), et les LT exprimant fortement le CD4 et le CD8 simultanément (Fig.27B).
Les automates AQUIOS CL rendent systématiquement la numération de LT double-positifs, mais le
fenétrage est généralement a modifier manuellement car I'algorithme a tendance a sous-estimer les

LT CD4* CD8"".

(3) Lymphocytes Ty8
Sur certains bilans, une population de lymphocytes T exprimant le CD3 plus fortement que
les autres est visible ; ces lymphocytes n’expriment ni le CD4 ni le CD8 (Fig.28). Nous avons pu
confirmer pendant ces quelques mois d’utilisation que ces LT double-négatifs sont bien visibles sur

I’AQUIOS CL, comme ils I'étaient sur le FC500 précédemment utilisés.
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Figure 28. Mise en évidence de lymphocytes T CD4-CD8- sur I’AQUIOS CL

Grace a un marquage des TCR y& et a3, nous avons pu confirmer sur ce bilan la présence significative

d’une population de LT CD3 y6 a un taux de 29% des LT totaux.

(4) Résultat hors limite de linéarité
Nous recevons des demandes de numération des LT CD4 résiduels pour des patients présentant
des pathologies hématologiques malignes a type de leucémie lymphoide chronique (LLC) ou leucémie
aigie (LA). Certains de ces échantillons sont hyperleucocytaires et généralement
hyperlymphocytaires, avec des résultats dépassant les limites de linéarité des AQUIOS CL. Les
résultats rendus sur échantillon pur sont donc généralement sous-estimés et nous diluons donc le
sang total dans du sérum AB avant de le repasser sur I’AQUIOS CL. Deux cas de figures sont ensuite

possible :

- On peut rendre les résultats de I’échantillon dilué, en prenant en compte le facteur de
dilution, si :
o ladilution engendre un résultat dans le domaine de mesure de ’AQUIOS CL
o I'histogramme SS/CDA45 inclut bien toutes les populations leucocytaires (Fig.29A)

o il n’y a pas de population lymphoide CD45"" sur I’histogramme SSLin/CD45 (Fig.29B)
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Figure 29. Validation des résultats de ’AQUIOS CL apreés dilution d’un échantillon de LLC

L’AQUIOS CL sous-estime la leucocytose et lymphocytose a partir de I’échantillon pur ; apres dilution jusqu’au

domaine de linéarité de I’AQUIOS CL, les résultats obtenus sont comparables avec ceux de la NFP.

L’histogramme de numération des leucocytes prend bien compte I'ensemble des sous-populations

leucocytaires (A) et aucune population CD45""

n’est observée.

- On ne peut pas rendre le résultat de ’AQUIOS CL sur I’échantillon dilué dans les cas

suivants :

o [I'histogramme permettant d’énumérer les leucocytes est perturbé (Fig.30 et 31)

o il existe une population lymphoide CD45"™" sur I'histogramme SS/CD45 (Fig.31)
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Figure 30. Hyperleucocytose avec myélémie hors limite de linéarité de I’AQUIOS CL

Récidive de cirrhose auto-immune sur greffon hépatique, en cours de traitement par GM-CSF.
(A) Echantillon pur rendant 36.910 leucocytes/uL versus 45.950/puL sur la NFP. Les différentes sous-populations
leucocytaires sont peu distinguables les unes des autres.

(B) Echantillon dilué au 10éme, avec 5.610 lymphocytes/uL versus 5.510/uL sur la NFP ; les nuages des
différentes sous-populations leucocytaires sont assez bien identifiables pour un bon fenétrage Lymphs 45 et
Lymphs EV ; par contre I'histogramme CD45/SS permettant la numération des leucocytes est perturbé,

engendrant un nombre de leucocytes et un taux de lymphocytes totaux incorrects.
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Figure 31. Hyperleucocytose et hyperlymphocytose a lymphocytes CD45low hors limite de linéarité de

’AQUIOS CL

Leucémie lymphoide chronique.

(A) L’échantillon analysé pur est hors limite de linéarité ; les leucocytes sont mal fenétrés et sous-estimés ; les
lymphocytes ne sont pas bien discriminés des monocytes, surestimant le compte de LT CD4 ; le fenétrage
CD45Pos, que I'on ne peut pas modifier, exclue une grande partie des lymphocytes CD45low de I'algorithme de
numeération des lymphocytes totaux (via le CD3 capture) ; le discriminant CD45 élimine une partie des cellules
lymphoides de I'analyse (barre rouge pointillée).

(B) Apres dilution au 20éme, le mauvais fenétrage des leucocytes persiste, ainsi que le probleme lié au
discriminant CD45 (barre rouge pointillée).

(C) Le tableau compare les résultats issus de différentes techniques. La différence persistante entre les
résultats de ’AQUIOS CL et de la NFP prélevée a la méme heure peut également étre expliquée par la fragilité
des lymphocytes de LLC qui meurent au bout de quelques heures dans le tube.

Dans ces cas-13, il faudra alors repasser I’échantillon sur le Navios pour obtenir les proportions des
différentes populations lymphocytaires, a I'aide d’un protocole utilisant de I'Optilyse® C sans bille de
calibration, et se baser sur les résultats de leucocytes de la NFP pour en déduire les valeurs absolues

(Fig.31C).
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(5)  Population lymphoide CD45"°"
Sans hyperleucocytose ou hyperlymphocytose, il arrive qu’une population lymphoide
exprimant faiblement le CD45 soit observable dans certains échantillons. La figure 32 montre

low

I'exemple d’une leucémie aiglie présentant un nuage important de blastes CD45°" (histogramme
CD45Lin/SS en bas a gauche). La problématique est dans ce cas identique aux cas précédents : les
leucocytes sont sous-estimés puisque I’histogramme en haut a droite est perturbé et exclue la
population blastique CD45" du compte des leucocytes; le discriminant CD45 (barre rouge
pointillée) sous-estime le nombre de cellules lymphoides. D’autre part, du fait du systeme trés fermé
de I’AQUIOS CL qui ne permet pas d’ajouter de nouveaux fenétrages sur certaines populations

particuliéres pour en estimer la proportion, la discrimination blastes/lymphocytes normaux n’est pas

possible.

Ainsi, ce genre d’échantillon est ré-analysé sur le Navios (sans bille de calibration) afin
d’estimer les pourcentages des différentes populations d’intérét ; puis nous les combinons avec les
résultats de leucocytes et lymphocytes totaux de la NFP pour rendre les valeurs absolues des sous-

populations lymphocytaires T CD4 et CDS8 (cf tableau Fig.32).
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Figure 32. Leucémie aigiie lymphoide B présentant une importante population blastique CD45°"

c) Problémes mécaniques
Plusieurs incidents mécaniques et électroniques sont survenus dans les mois suivants
I'installation des AQUIOS CL au laboratoire. Nous les avons ici répertoriés et présenté leur prise en

charge.

(1) Erreur de communication avec le LIS
Deux erreurs récurrentes avec un message dans I'onglet MAINTENANCE sont encore non

résolues. Elles n"impactent néanmoins en aucun cas les résultats des échantillons concernés.
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- “An error occured processing LIS order request, unable to insert job to database. Specimen
ID: 0160XXXXXX02, test name: TETRA 1”.

L’erreur apparait au moment de la lecture du code-barres sur le tube. Ce dernier est pris en
charge sur la cassette sans aucun souci et le test réalisé normalement. Cette erreur a été
relevée 21 et 22 fois sur 'AQUIOS 1 et 2 respectivement, en un mois d’étude.

- “Host query for Specimen ID: 0160XXXXXX02 failed”. La demande passe en « Incomplete » et
le tube est rejeté sans qu’aucun test n’ait été réalisé dessus. Puis la demande est recréée
spontanément dans « Request ». En chargeant de nouveau la cassette, le tube est pris en
charge correctement et le test réalisé normalement. Cette erreur a été relevée 4 et 6 fois sur

I’AQUIOS 1 et 2 respectivement, en un mois d’étude.

(2) Pompes a déchets de préparation
Les pompes a déchets de préparation n’étaient pas assez puissantes et ont donc di étre
remplacées sur les deux AQUIOS CL. Cette défaillance entrainait I'arrét du cytomeétre et I'apparition
des messages d’erreur suivant :
- Sur I"écran principal
o « Potential wash station error. »
o « The system has stopped due to a prep wash station failure. Please power down and
check the system. »
- Dans l'onglet MAINTENANCE

o « System crash. Wash station error! Liquid overflow. »

A chaque fois, les tests en cours d’analyse ont été rejetés en « Incomplete ». La majorité du temps,
on notait la présence de liquide au niveau du plateau de débordement.

Les interventions pour résoudre ce probléeme sont listées dans le tableau 21. Avant de changer les
pompes, on s’est d’abord assuré que les filtres a déchet et la station de lavage n’étaient pas obstrués.
De plus, le tuyau d’évacuation de I’AQUIQOS 2 passant derriére le cytométre au-dessus du rebord de la
paillasse, nous avons percé la paillasse pour faciliter I'écoulement des déchets. Enfin, sur I’AQUIOS 2,
un clapet anti-retour a été installé afin d’empécher le reflux dans le circuit d’élimination des déchets
de la station de lavage ; en effet, ce phénomeéne était causé par la pression de la pompe a déchet
principale, beaucoup plus puissante que la pompe a déchet de la station de lavage (cf schéma

tableau 21).
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Tableau 21. Intervention sur les AQUIOS CL par rapport aux problémes de pompe a déchet de préparation

AQUIOS 1 AQUIOS 2

Vérification que la station de lavage et le
22 mars filtre a déchets de ne soient pas obstrués
Remplacement du filtre a déchet

30 mars Vérification du filtre a déchet : non obstrué
. Remplacement de la pompe a déchet de
11 avril " whakovang
préparation
3 juin Remplacement du filtre 2 déchet en prévention
Les tuyaux d’évacuation des déchets sont déplacés
devant ’AQUIOS CL
Installation d’un clapet anti-retour
Déchets
provenant de Station de
la cellule I'V.llﬂedli
’, seringue de
d’analyse ctpution
17 juin @
fompe v
a
déchet TN
déchet
* A Capetantiretour
L S <«
v
Réservoir a
déchet

Remplacement de la pompe a déchet de préparation
27 juin Mise en place d’un tuyau plus rigide
Percage du fond de la paillasse

(3) Crash de I'aiguille de prélevement/préparation
Dés les premiers jours de la validation de méthode, les AQUIOS CL ont fait I'objet de
défaillances au niveau de la seringue de prélevement/préparation. Les erreurs suivantes ont été
rencontrées selon les différents contextes (Tableau 22) :
-« System crashed ! Lowering needle. Into wash station »
-« System crashed ! Lowering needle. Into reagent carousel »
-« System crashed ! Needle could not be raised »

-« System crashed! Syringe error »
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Tableau 22. Crashs de I'aiguille de prélévement/préparation

Automate Crash et intervention
Aiguille endommagée par I'impact avec la station de lavage,
18 janvier AQUIOS 2 Remplacement de laiguille et réglages par BC,
Ne plus utiliser que les positions 1 et 2.
Impact de l'aiguille avec un flacon d’anticorps, sans
18 février AQUIOS 2 dommage.
Réglages de l'aiguille et du carrousel d’anticorps par BC.
4 mars AQUIOS 2 Crash de l'aiguille sans dommage
12 mars AQUIOS 2 Crash de l'aiguille sans dommage
15 mars AQUIOS 2 Crash de l'aiguille sans dommage
22 mars AQUIOS 2 Changement du moteur du carrousel réactif par BC
1 avril AQUIOS 1 Crash de I'aiguille sans dommage
28 avril AQUIOS 2 Crash de I'aiguille sans dommage
. Impact avec un flacon d’anticorps
12 mai AQUIOS 2 Hotline: ne plus utiliser que les positions 1 et 2
4,5et 10 Fuite au niveau de la pompe de la seringue de préparation;
n AQUIOS 1
aout Remplacement de la pompe.

Beckman Coulter a mis en évidence une possible anomalie dans le logiciel des AQUIOS CL,

engendrant probablement ces défaillances lorsque les flacons d’anticorps sont chargés en position 9

et 10 du carrousel. De plus, le dernier crash recensé en ao(t a révélé une fuite au niveau de la pompe

de la seringue de préparation, entrainant la formation de rouille sur un des pistons commandant le

déplacement de la seringue (Fig.33). Enfin, une malfagon sur certains flacons d’anticorps, entrainant

une profondeur insuffisante de ces flacons, pourrait étre responsable de quelques-uns de ces crashs.

Figure 33. Fuite au niveau de la pompe de la seringue a prélévement

-97 -

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



(4) Problémes électroniques
Sur les deux AQUIOS CL installés au laboratoire, plusieurs crashs semblant plutét d’origine
électronique ont été observés. Ces problemes ont été répertoriés dans le tableau 23. A chaque fois,
I’AQUIOS CL a été réinitialisé, soit par un redémarrage rapide (EXIT, « short start-up »), soit en
I’éteignant completement par un arrét régulier (« shut-down ») ou directement par les interrupteurs
du chariot d’alimentation et du cytometre quand la procédure normale ne fonctionnait pas. Pour

essayer de résoudre ces problémes, les ports USB utilisés sur les unités centrales ont été modifiés.

Tableau 23. Problémes électroniques rencontrés sur les AQUIOS CL

AQUIOS 1 AQUIOS 2

- Ne rend pas la cassette

- « System could not pierce as autoloader has
crashed »

- Arrét du cytomeétre impossible

25 mars

- Nerend pas la cassette

- Aucun message d’erreur

- La cassette contenant les mémes tubes est
chargée sur 'AQUIOS 2, sans aucun probleme...

. - Arrét du cytomeétre impossible
1 avril i P

- Ne rend pas la cassette
- « System crashed! Syringe error »
- Arrét du cytomeétre impossible

Changement de place des ports USB

- Aucun échantillon & bord mais le témoin de I'aiguille de
prélévement/préparation est orange (« occupé ») et sa
position est au milieu de I'automate est non a sa
position de repos (a droite).

- Ne prend en charge aucune cassette

- Aucun message d’erreur

IDEM 27 mai

27 mai

-« Autoloader crashed unloading the cassette. Please

. remove the cassette. Next open the reagent door (with

30 mai button press). Then close the reagent door to restart
the system. »

- Pas de message dans MAINTENANCE

- Le CQl en cours n’est pas rejeté en « incomplete »

3 juin Changement de place des ports USB

(5) Blocage des portes des chargeurs a tube unique
A plusieurs reprises, les portes des chargeurs a tube unique des deux AQUIOS CL se sont
bloquées : soit a 'ouverture, ne libérant pas la porte et empéchant le chargement du tube, soit a la
fermeture, laissant I'ouverture béante. Dans le deuxieme cas, le seul moyen était de sortir du logiciel
(EXIT) puis d’effectuer un démarrage court du cytometre, entrainant généralement le rejet en
« incomplete » des échantillons en cours de préparation. Il a fallu faire appel plusieurs fois au
technicien Beckman Coulter pour régler les portes. Ce probléme apparait généralement aprés une

maintenance ou une intervention sur les AQUIOS CL ayant nécessité d’enlever le capot avant des
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automates. Une attention particuliére devra donc étre portée pour vérifier le bon fonctionnement de

ces portes a la fin des futures interventions sur les cytometres.

(6) Probléme de lecture de réactifs chargés sur I’automate
Nous avons eu a plusieurs reprises des probléemes avec certains réactifs chargés sur
I'automate et qui n’était pas reconnus par '’AQUIOS CL (Tableau 24). Beckman Coulter a évoqué le
mauvais positionnement des étiquettes code-barres ou flash-code, mais cette hypothese peut
probablement étre rejetée puisque les réactifs étaient généralement correctement lus sur le
deuxiéme AQUIOS CL. Il est plus probable que les lecteurs code-barres soient déréglés et nécessitent

une optimisation de la position du scanner.

Tableau 24. Probléme de lecture de certains réactifs chargés sur les AQUIOS CL

AQUIOS 1 AQUIOS 2

- Au moment d’un changement de flacon d’anticorps,
ne parvient pas a scanner le flacon A du réactif de
6 juin lyse qui était déja a bord depuis le début de la
journée.

- Flacon bien scanné par I’AQUIOS 2

Ne reconnait pas une plaque 96 puits chargée;

26 "‘""et elle est neuve et bien lue par ’TAQUIOS 1

~ Ne reconnalssent pas une plaque 96 pults Insérée; elle est neuve et n'est lue nl par I'’AQUIOS 1 nl par

2 aout ’
I’AQUIOS 2

a Ne reconnait pas une plaque 96 puits chargée; elle
16 aout est neuve et bien lue par 'AQUIOS 1

~ Ne reconnait pas une plaque 96 puits chargée; elle
18 aout est neuve et bien lue par 'AQUIOS 1

(7) Canules a déchet
La canule a déchet de chacun des AQUIOS CL s’est cassée au niveau du flotteur. Nous avons
donc d{ court-circuiter le « waste sensor », c’est-a-dire le détecteur du niveau de déchet, et retirer le
flotteur des canules. Ceci n’a pas posé de probléme particulier dans notre laboratoire puisque nous
changeons les réservoirs a déchet tous les soirs, sans attendre I'alarme spécifique de I'AQUIOS CL.
Ces pieéces sont certes considérées comme « consommables », nous soulignons néanmoins ici leur

fragilité puisque nous aurions di les changer aprés quelques mois d’utilisation seulement.
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D. Discussion

Les bons résultats observés lors du B-test de 'AQUIOS CL ont été confirmés lors de la
validation de méthode. Cette derniere, menée de front pour deux cytometres, a été un travail assez
lourd pour répondre aux recommandations du COFRAC mais facilité par I'expérience acquise lors du
B-test (aspects pratiques et interprétation des statistiques). Comme nous I'attendions, les points
faibles décrits lors du B-test (CV de reproductibilité élevé, contamination inter-réactif) n’ont pas été
retrouvés sur les deux automates installés au laboratoire. Ainsi, le travail accepté pour publication
dans Cytometry (81) pourra probablement représenter une aide utile a la validation de méthode des
techniques de cytométrie en flux pour d’autres laboratoires impliqués dans le processus
d’accréditation. D’un point de vue global, aprés 6 mois d’utilisation des AQUIOS CL, le premier bilan
est satisfaisant. Les performances analytiques sont adaptées a une utilisation quotidienne en routine
dans un contexte clinique. La numération des LT CD4 en valeur absolue parait robuste, méme sur des
échantillons compliqués (e.g. problémes de lyse, voir ci-apres). Le changement de technologie a été
bien accepté par les différents utilisateurs. Il reste néanmoins plusieurs points a améliorer. Pour y
remédier, il faut souligner I'importance de la coopération entre les deux partenaires, ie., le
laboratoire hospitalier et la société Beckman Coulter. Le premier est indispensable pour documenter
et faire remonter les informations liées a tout probléme rencontré tandis que le deuxieme se doit de

mettre rapidement en ceuvre des solutions appropriées.

D’abord, différents problemes mécaniques ont été recensés et corrigés. Les « crashs » a
répétition de l'aiguille de prélevement ont fait apparaitre une anomalie dans le software de
I’AQUIOS CL et une fuite au niveau de la pompe de la seringue de préparation. Les problémes
d’évacuation des déchets par la station de lavage de I'aiguille ont montré une faiblesse des pompes a
déchet, remplacées par des pompes plus puissantes. Les problémes électroniques ont révélé
I'importance du bon positionnement des ports USB. Ces incidents mécaniques sont assez
caractéristiques de linstallation de tout instrument nouvellement commercialisé et devraient
diminués au fil du temps avec la résolution de chaque probléme. La figure 34 illustre cette tendance.
Elle montre I’évolution de la fréquence et la nature des problemes rencontrés sur les deux AQUIOS
CL sur la base des principales interventions réalisées par la société Beckman Coulter. Nous observons
ainsi une diminution du nombre d’incidents dans les derniers mois d’utilisation, conséquence
notamment de la résolution des problémes électroniques et du remplacement des pompes a déchet.

Les crashs de I'aiguille de prélevement restent le principal probleme a résoudre.
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Changement pompe a déchet AQ1

Modifiaation dea prisss USB sur AQ1L Restriction aux positions 1 et 2 du carrousel anticorps AQ2

Remplacement du moteur du carrousel anticorps AQ2 Modification des prises USB sur AQ2

Réglage de l'aiguille et moteur du carrousel AQ2 s i
e . Changement pompe a déchet AQ2

Remplacement aiguille AQ2

Changement de la pompe de la
seringue de préparation AQ1

12-

10-

Crash de I'siguille
Pompe 3 dachat
Probléme de lecture des réactifs

Probleme électroniaue

Nombre de problémes rencontrés

Figure 34. Evolution dans le temps des incidents technigues sur les AQUIOS CL et principales interventions du

technicien BC

Ensuite, de nombreux probléemes de lyse ont été mis en évidence, comme dans la plupart
des laboratoires utilisant ’AQUIOS CL (informations fournies par Beckman Coulter). Cela pose la
question d’une éventuelle reformulation du réactif de lyse. Ces problémes de lyse ont engendré un
important travail de comparaison de méthode (en utilisant les valeurs de la NFP et ou du Navios) et
d’analyse des résultats afin de définir la démarche a suivre dans chaque cas (Cf chapitre 11l.C.2.a)). La
disponibilité des résultats de NFP et la vérification de certains résultats avec une autre technique de
cytométrie en flux deviennent indispensables pour palier a certains de ces problémes de lyse. Ainsi,
nous avons d{i mettre en place un algorithme de validation des résultats issus de I’AQUIOS CL (Fig.35

et ANNEXE 4).
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ALGORITHME DE VALIDATION BIOLOGIQUE DES NUMERATIONS CD3, CD4, CD8 SUR AQUIOS CL

La validation technique conformément au 5.1 a permis de détecter les anomalies visibles sur les graphes analysés. Les données ont été retraitées si besoin.

Validation technique conforme ‘Vangaton tecnnique non conforme
1 résultats concordants avec les ATCD : OU résultats discordants avec NFP:
- Ecart entre -10 et +20% pour les VA des lymphocytes » entre -10 et +20%
NEPsl : disponible
- Ecart < 5% pour les pour
|
ETAPE 2: consulter la matrice de 16 histogrammes RISQUES
Graphe des leucocytes CDASLOG/SSLOG “Ne \dre tous les leucocytes ou inclure des mal lysés
Discriminant CD4S - Exclure des lymphocytes CD45faible
Fenétrage Lymphs 45 sur le graphe CD45LOG/SSLIN - Inclure des monocytes ou PNB / perdre en recouvrement / exclure des CD45 faibles
Fenétrage Lvmohs EV sur le grahe EVLIN/SSLIN - Inclure des monocvtes / perdre en recouvrement
ion CD3- sur Lymphs et C [t - Surestimer le compte de lymphocytes totaux et LT (D3, CD4 et CD8
Strage de -
et Discas.
I
Fenétrage Lymphs EV et Fenétrage Lymphs EV et
Lymphs 45 Lymphs 45
Anomalie & la fois du Lymphs. Anomalie uniquement du Anomalie & la fels du Lymphs Anomalie uniquement du
EV ET du Lymphs 45 Lymphs EV o du Lymphs 45 EV €T duLymphs 45 Lymphs EV ou du Lymphs 45
Contamination de CD3+All correct Contamination de CO3+All correct
l CD34+All OU CD3- €7 C03- correct CO3+AIl OV CD3- €7 CD3- correct
Marquage Optilyse % et VA Marquage Optilyse sans Tous les.
sans bille sur Navios™ bille sur N. résultats sont
LT €02, £04 ot COO camects
l l
Analyse sur Navios Analyse sur Navios
do1> cupule iy
AQUIOS AQUIOS™
| ETAPE 3: condite  tenir pour le rendu des résultats
Leucocytes AQuIos NEP® NEP* NEP ou disc AQuios AQuios AQuios
Caphacivis 0 AQUIOS NP NEP* NFP ou disc NAVIOS NAVIOS AQUIOS
Lymphocytes (VA) AQUIOS NFP* + code « HNUMH » NFP* + code « HNUMH » AQUIOS Calcul Caleul AQuIOS
CD3+ (%) AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIOS
€D+ (V) Aauos oot Caleul® Acunae [0 Ealeut Acunne
CDA+ (%) AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQuIOS NAVIOS NAVIOS AQuios
D4+ (VA) AQUIOS Calcul* Calcul* AQUIOS Calcul Calcul AQuios
CD8+ (%) AOUIOS NAVIOS NAVIOS AOUIOS NAVIOS NAVIOS Aouios
CD8+ (VA) AQuIOS Calcul* Calcul* AQUIOS Calcul Calcul AQuios
* Siaucune NFP n’est disponible, ne rendre que les % issus du Navios et noter un «L’analysede cet é pa ie ne permet pas de rendre les valeurs absolues des sous-populations lymphocytaires »
** Sila pureté est insuffisante, le résultat pourra étre rendu en tenant compte de la par les eten i la ion proposée dans HI-PostA-IT-001
Tous les résultats une anomalie ou doivent étre ésd'un
RAPPEL:
Lymphocytes totaux (VA) = CD3+All + CD3- + CD3-capture
(Lymphs 45 OU Lymphs EV) (Lymphs 45 ET Lymphs EV) (CD3-All ET CD45pos)

CD3/CD4/CD8 en VA issus de CD3+All

CD3/CD4/CD8 en %: VA rapportées aux VA des lymphocytes totaux

Matrice 16 histogrammes

Figure 35. Algorithme de validation biologique des résultats de phénotypage lymphocytaire T CD4 et CD8
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Enfin, d’autres problémes ont été rapportés mais ne sont pour linstant pas résolus:
probleme de détection de certains réactifs, laissant pressentir un déréglage des lecteurs de code-
barres/flash-codes ; erreurs de communication entre ’AQUIOS CL et le LIS ; enfin, rapport erroné de

I'IQAP.

L'un des avantages principaux mis en avant des cytometres mesurant les valeurs absolues
par technique volumétrique est un plus faible colt d’utilisation, puisque I'on s’affranchit de I'emploi
de billes calibrées onéreuses; nous nous sommes donc intéressés au colt d'un phénotypage
lymphocytaire T mesuré sur ’AQUIOS CL versus sur le FC500. Sur une période du 1° février au 31
ao(t 2016, un phénotypage T CD4 présentait un colt moyen de 13 euros ; sur une période de 3 ans
(2012 a 2014), le colt moyen sur le FC500 était de 11,5 euros. Cette estimation prend en compte
I'ensemble des réactifs consommeés, incluant les repasses des échantillons quand un controle est
nécessaire, ainsi que le passage des CQl journalier ; elle ne prend en compte ni les frais de validation
de méthode, ni de maintenance, ni d’abonnement aux EEQ. Les premiers mois d’utilisation de
I’AQUIOS CL ayant surement engendré davantage de repasses (familiarisation avec la nouvelle
technique, incidents mécaniques, ...) qu’une utilisation normale du cytometre, une probable légere
diminution du colt est prévisible. Néanmoins, ces estimations montrent que cette technique
volumétrique automatisée, s’affranchissant des réactifs coliteux des cytometres classiques tels que
billes calibrées de numération (e.g. Flow-Count™Fluorospheres) et de standardisation (e.g. Flow-
Set™ et Flow-Check™Fluorospheres), entrainera probablement peu d’économie par rapport a notre

technique précédente.

Sur un plan plus subjectif, aprés 6 mois d’utilisation des AQUIOS CL en routine, il nous est
apparu intéressant de recueillir le ressenti des techniciens, internes et biologistes, novices ou ayant

de I'expérience en cytométrie en flux. Pour les points négatifs, nous avons relevé :

-« Heureusement que nous avons deux AQUIOS CL en miroir car ces six mois d’utilisation ont
été rythmés par plusieurs pannes et journées dimmobilisation, qui auraient été
problématiques au bon fonctionnement du laboratoire. »

-« Les containers a déchet ne sont pas adaptés a I'usage quotidien du laboratoire. lls pesent
lourds (10L), I'ajout d’'une quantité optimale de javel n’est pas possible et ’'homogénéisation
impossible. Nous avons dii les remplacer par des bidons en plastique dur, gradués. De plus, la
canne contenant le connecteur a déchet est trés fragile. »

-« Les CQl sont faciles a passer, semblent robustes, et les résultats sont trés facilement
exportables et consultables. Par contre, les bornes fournisseurs ne sont pas vraiment

adaptées a l'utilisation en contexte clinique (trop larges). Les deux automates en miroir
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nécessitent de déterminer des bornes communes, non paramétrable sur les AQUIQOS,
obligeant a valider les CQl sur un deuxiéme logiciel, LPM. »

« L'incapacité a modifier les fenétres ou en ajouter obligent parfois a ré-analyser sur le
Navios des résultats qui auraient pu étre rendus sur ’AQUIOS CL. Une deuxieme technique
de cytométrie est indispensable pour les bilans particuliers que I'on rencontre a I'hopital, et

nécessitant un fenétrage manuel des populations particulieres. »

Pour les points positifs, nous avons relevé :

« La premiere chose qui vient a I'esprit est sa facilité d’utilisation de ’AQUIOS CL, il est tres
intuitif».

« La technique volumétrique de 'AQUIOS CL est trés simple et moins contraignante que
I"utilisation de billes de calibration. »

« L’automatisation de l'analyse nous a fait gagner beaucoup de temps sur ce poste
technique, et nous en gagnerions d’autant plus quand les AQUIOS CL ne seront plus autant
sujets aux diverses pannes. »

« L'arrivée de I'’AQUIOS CL a permis une réorganisation des paillasses techniques; le
technicien en charge de la numération des LT CD4 peut maintenant s’occuper également de
I’enregistrement informatique des bilans, des phénotypages des LBA et des PNN. Ceci
permet de dégager du temps technicien pour le poste qualité/accréditation. »

« L’AQUIOS CL est plus adapté au contexte d’accréditation qu’un cytometre traditionnel,
notamment en terme de tracabilité : réactifs utilisés, incidents enregistrés dans le journal de
bord, outils de sauvegarde/archivage. »

« L'identification nominative des échantillons est tres pratique pour récupérer les données
des bilans antérieurs. »

« L’AQUIOS CL est tres performant et robuste pour la numération des valeurs absolues de LT

CD4. »

L’AQUIOS CL parait donc avoir trouvé sa place au sein d’un laboratoire de routine clinique,

d’une part en termes de performances analytiques et de respect des exigences liées a I'accréditation,
et d’autre part en termes de facilité d’utilisation. Ceci dégage notamment du temps aux opérateurs
par rapport a une méthode traditionnelle de cytométrie en flux de numération des LT CD4, leur
permettant de s’impliquer dans d’autres taches du laboratoire. En revanche, une formation poussée
des utilisateurs reste primordiale, aussi bien techniciens que biologistes ; en effet, la stratégie de
fenétrage, robuste mais complexe, est indispensable a maitriser pour vérifier le bon fenétrage des

différentes populations et s’assurer de la cohérence des résultats par rapport au contexte clinique.
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VI. SYNTHESE ET PERSPECTIVES

L'amélioration de l'automatisation et la standardisation de la cytométrie en flux est en
marche. L’AQUIOS CL en est un parfait exemple. D’abord, il est plus abordable que les techniques
habituelles de cytométrie en flux car ne nécessite pas l'utilisation de billes calibrées pour la
numération des valeurs absolues, ni de billes de calibration journaliére. Ensuite, c’est un instrument
simple a utiliser, ne nécessitant pas un personnel aussi qualifié que pour les techniques de
cytométrie traditionnelles. La prise en charge automatique de I'analyse depuis I'échantillonnage
jusqu’au rendu du résultat, les algorithmes de fenétrage et de numération des différentes
populations cellulaires, les réactifs préts a I'emploi et gérés par informatique, sont autant de
parametres en faveur d’une amélioration de la standardisation. Enfin, nous avons montré que
I"automatisation de I’AQUIOS CL n’est pas préjudiciable aux performances analytiques puisque les
résultats du B-test et de la validation de méthode respectent les recommandations internationales et

les exigences du processus d’accréditation en cours.

D’autres techniques automatisées sont en cours d’évaluation. Par exemple, I’AQUIOS CL est
également disponible avec un panel d’anticorps énumérant les LB et les lymphocytes NK (83). Par
ailleurs, dans le cadre du monitorage clinique du sepsis par des biomarqueurs immunologiques,
LeukoDX commercialise un cytometre automatisé (miniaturisé, potentiellement utilisable au lit du
malade), I’Accellix, dont la fonction est de quantifier I'expression du CD64 a la surface des PNN,
augmentée lors d’infections bactériennes. L’Accellix est composé de cartouches a usage unique,
contenant 3 réactifs : le mélange d’anticorps monoclonaux, le tampon de lyse des érythrocytes et les
billes de standardisation. L'opérateur doit simplement ajouter quelques pL de sang total a la
cartouche pour lancer I'analyse. Le résultat est rendu sous forme d’un index, sans aucune
intervention manuelle de 'opérateur (84). L'Accellix est en cours d’évaluation pour la mesure de
I’expression de HLA-DR a la surface des monocytes comme biomarqueur pronostic du choc septique
(85), et dans un autre contexte, pour la numération des cellules souches CD34+. L’avantage de cet
automate est que n’importe quel utilisateur peu qualifié peut l'utiliser ; ceci ouvre la perspective de
son utilisation 24/24 dans les laboratoires et unités de soins non familiarisés avec la cytométrie en
flux, permettant ainsi la généralisation de I'utilisation de cette technique, qui a longtemps constitué

un frein au développement clinique de certains marqueurs biologiques.

Nous assistons également a un effort de standardisation des tests de cytométrie en flux a
visée diagnostique et clinique. Par exemple, un consortium européen Euroflow a mis au point un
protocole standardisé de cytométrie en flux pour le diagnostic et la classification des hémopathies

malignes. Le but principal de ce projet était d’obtenir des résultats comparables entre les différents
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laboratoires d’hématologie réalisant des phénotypages lymphocytaires. Au final, 11 panels 8
couleurs ont été mis au point pour répondre a tous les critéres diagnostiques de I'OMS (86, 87). Par
ailleurs, les sociétés fabricantes de cytomeétres de flux commencent également a mettre en place des
réactifs lyophilisés préts a I'emploi pour standardiser et développer I'utilisation de certaines analyses
telles que les tests fonctionnels. Par exemple des kits de perméabilisation cellulaire (PerFix EXPOSE
kit), facilitent et améliorent le dosage de diverses protéines intracellulaires comme les cytokines,
FOXP3 ou les phosphoantigénes (88-90). Ce type d’approche devrait permettre la réalisation de ces
tests fonctionnels dans les essais cliniques multicentriques) et a terme, leur utilisation en condition

de routine dans les laboratoires d’'immunologie.

En conclusion, nous assistons a la mise en place progressive de I'automatisation et de la
standardisation de la cytométrie en flux. Dans un contexte actuel de plus en plus axé vers la
médecine personnalisée, la cytométrie en flux ne doit plus étre seulement réservée aux activités de
recherche mais doit encore se développer pour devenir un vrai outil de monitorage clinique.
L'exemple du « cancer immunogram » récemment publié dans Science en est le parfait exemple (91).
Avec le développement exponentiel des biothérapies, il est raisonnable de penser que la cytométrie

en flux aura une place prépondérante dans I’évaluation du statut immunitaire des patients.
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CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : Morgane GOSSEZ-COULAUD

La cytométrie en flux (CMF) simple-plateforme basée sur I'utilisation de billes calibrées
représente la technique de référence de la numération des valeurs absolues de lymphocytes T (LT)
CDA4. La précision et la reproductibilité de cette analyse biologique sont fondamentales, notamment
dans le cadre du suivi des patients séropositifs au Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH). Or, il
s’agit d’'une méthode complexe, couteuse, nécessitant des opérateurs qualifiés. Récemment, une
méthode alternative, automatisée, basée sur une approche volumétrique ne nécessitant pas de billes
de quantification a été proposée (Cytomeétre AQUIOS CL, Beckman Coulter). Cette technologie
pourrait ainsi améliorer la standardisation et I'accréditation des résultats de numération des LT CD4.

Dans le cadre de cette thése, nous avons évalué les performances et la mise en place en
routine de deux cytométres AQUIOS CL dans un laboratoire de biologie clinique. Nous avons effectué
une premiere étude des performances de '’AQUIOS CL avant sa commercialisation (évaluation type
B-test sur site). Par la suite, nous avons réalisé une validation de méthode pour deux AQUIOS CL
installés au laboratoire, selon les recommandations du COFRAC (Comité Francais d'Accréditation).
Enfin, nous avons évalué leur mise en pratique en routine pendant les six premiers mois d’utilisation.

Les résultats trés satisfaisants du B-test ont été récemment publiés (Gossez et al. Cytometry
2016) et ont conforté le choix des AQUIOS CL pour la réalisation en routine des numérations de LT
CD4 au laboratoire. La validation de méthode a confirmé les performances dans le cadre des
exigences du COFRAC (e.g. pour les LT CD4/uL -CV reproductibilité selon les niveaux de
concentrations : 2,8-5,5%; CV répétabilité : 2,0-5,0%). Les premiers mois d’utilisation ont permis
d’identifier quelques problémes mécaniques résolus depuis par I'industriel. Nous avons également
mis en évidence des problemes de lyse des érythrocytes pour lesquels nous avons défini des
algorithmes décisionnels permettant la validation biologique. Enfin, malgré un changement radical
des pratiques, I'arrivée de 'AQUIOS CL a été bien vécue par I'équipe du laboratoire (techniciens,
internes et praticiens).
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En conclusion, cette étude illustre I'intérét de I’AQUIOS CL pour la numération des LT CD4 en
routine clinique dans un laboratoire hospitalier d'immunologie cellulaire. Ces résultats seront a
confirmer sur une plus longue période d’étude, et a confronter avec ceux d’autres laboratoires
équipés de cette nouvelle technologie. D’une maniére plus générale, ce travail s’inscrit dans I'effort
actuel de standardisation de la cytométrie en flux en clinique.

Le Président du Jury, —
Nomeet Signamre) Y LONIUELE|

LL A7

VUET PERMIS D'IMPRIMER,

Lyon, le
i

Vu, la Directrice de I'ISFB — Faculté de Pharmacie de Lyon
Pour le Président de 1'Université Claude Bernard Lyon 1,

Professeur C. VINCIGUERRA
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ANNEXES

Ces annexes sont des procédures officielles consultables sur le logiciel de gestion de la qualité utilisé
au laboratoire, Kalilab.

Annexe 1 : Dossier de validation de méthode de ’AQUIOS 1
o Ajout dans Kalilab en cours

- Annexe 2 : Numération des lymphocytes T en valeur absolue par le cytométre en flux
AQUIOS CL (Beckman Coulter)
o Document HI-ANA-MT-021-01
- Annexe 3 : Procédure de gestion des contréles qualité de 'immunologie cellulaire
o Document HI-ANA-DE-009-01
- Annexe 4 : Validation technique et biologique des numérations de lymphocytes T CD3+,
CD4+ et CD8+ (TETRA 1) sur le cytometre AQUIOS CL
o Document HI-PostA-IT-005-01
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ANNEXE 1 : DOSSIER DE VALIDATION DE METHODE DE L’AQUIOS 1

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



$z ins g abeyg

auleul abeuuoiels p sed

SIN3|EA }8 XNEJAIU
ap aiquou ‘abeuuojels,p adA)

S3p $10] 13 SJRWOINE,| HP UOKE[RISUL| IP SI0| SISINN JUOS SIDERI 8D &

INASSILING} AYS 2] Jed Sa0UBUaIIBW

(06£8¢8 §o4) JojRIGIED WNCD SOINDY
(£596€8 Jo4) JojeIqI|ED JUBDSBION|4 MOQUIEY SOINDY

(saouai9jal) abeuuole}s,p neuiep

(OV-851628 Nd '9ESEZE Jau) uonnjos ajuojyoodAy wNipog SOINDY -

(Ov-gr1629 Nd ‘869526 J2.) uabe Buesin SoINDY -
(Ov-1¥1628 Nd ' 004529 J8i) SIPD moT joRounww| SOINDY -
(Ov-zZv16Z8 Nd "SE5EZ8 J21) SlIBD [o0unWwW SOINDY -
(8v-091628 Nd '£6952d *Jay) UOIN|OS YIESYS SOINDY -
(av-ceL628 Nd ‘88524 1) il wabesy Buisk soindy -
(Qv-Lee5z8 Nd 'e€5€28 4) L-B8L SOINDY -

#30e34 Np 3juaIsPY

(18n0D uewsoag) §S0LFAY 912S U 10 SOINDY

(012 “anaskjeue
‘Juawinusutl) juawadinby

XTALXX aaelfooydid| abedA |

(s1smxe 11,5) O'N'D 9Bepog

. saynpe sinsfe) | £002

‘|e )@ s2uB3YS J2 /661 | 18 sisliig-suewio]) | senbueipad sinajeA

002 '/ )8 jessig

ng {von/inQ) 39 ebenbaiepy
08421 Lp-0L 921 L-9¢E Z9-€E ZLLL-LES 5825 (H) sue oz - gL
- %@.ﬁ | ez 0LZL-PLE £9-1€ L981-G6G £8-19 () sueoz-g1
0Z6-08€ GE-8L 00€1-0E8 75-1E 0022-0001 #8-95 sue gl -Z|
0011L-02€ SE-8L 0061-069 1b1E 0092-00Z1 92-09 suezL-9
| O0EL-06% DE-9L 00ZZ-004 Lp-8Z 00.E-00%L §2-95 sueg-g
" 0002-029 | OtbL | OOWE-00EL | LS2€ | 00Z9-0DLZ | Gi€S siow pz - zL
0041-008 ve-ZL 00EP-00¥L 95-LE 0065-0061 9.L-6% slow gL -9
0091-065 €221 000+-0081 95-GE 0095-005Z L4016 slow g —¢ uoneaidiaguLp Sa191ID
0041-095 82CL 000t-0091 P9-GE 00§-005Z v8-€5 stow ¢ — sanol £
0061-002 Ly-0L 00SE-00F 5Ll 0005-009 9282 anol f >
WOEOAT | o o | WWERLY | o X | WiesOE | e aby

tz ans | abeyd

Juawnaop np sdiod of suep sansnl ane yop (YN) SWwayr sureuss ap mw._._imu:no_q..o soussqe,]
enbipuy g 358 (s1esse no enbiyd ] esLIeA ap sedAz o7
nE.SE B 'npusye 1sa g 12

N
ZL 'LL ‘0L '6'8 ‘9 '€ sway sap Juswaubiasuai af ‘sanyejjent mm.unﬁmE mu UGHEPIBN/UONEIYLAA Bl N0 'BLUILL B NRUSYE JS@ mnj
£LI9ZL'LL'OL'E'R LS Y T L SWa Sap JuBL 1 3 " ) b sspoyIgw 8p UCHEPIBA/UCHEDYLISA Bf JNOd  BJON | Nw
O
'SUOMEPUBLILICDS) o
$8s uoes 1@ juawepides S8k sasiin ‘gAl 3D @gnbiew ‘INasSiuING; NP Juos
S9sI|lIN SHI0eSI SB| JBD SA9YUIA 919 Sed Juou S}IOB9I SBP Slljigel) 1@ Issejsnqos e -
(D) a41elAo00na| UOHEIDUBIDYI] BP BSSE|D Ua XNBUO20UoW sdioonue

sap juswasselo 9 Jed aaunsse 1s@ anbnAjeue gloyoeds esesyUea sed IR
2UOP JUO,U S3||7 "enbulgWOolAD asAjBuE,| 8p SI0| S8|gej08j9p JUOS S90UBI9LBIUI ST

“(« selWI — JUBWBUUOTOUO) J8

uonesiun » : |'deyn ! GLOZ (A ‘G¥Skerba) 1D SOINDY UoHes!inp [anuew a| suep
sayoap Juswalebe Juos snbiuyoa) B ap senbiAjeus ssjiw|| S8| 18 S8OUBIGUBIUI S8

(Z10Z |UAET || UDISIDA)
NOBHIP2I20Y « 3LNSWO0IAD syoes) anbpAjeue aouewuopad » uBwyOSg JUSWNSO]
UBWOag UAWNI0P 2| SUBP S2}J199P JUOS anbiAjeue 91101109ds B }0 sasualguajul sa -

‘Bues ap rlf sejnjj@0 12 abeacinod us sajkooydwi| ap aiquion

sauun

"2JIeSS09U Juswaenasd unony

UO[IIUEYDS,| 3P JUSWANENII]

'v1Q3 eqni

syiuppe uaidiogs ap adAy

‘lejoy Bueg

: asrewiad uopuey29,p adA )

: Sanbieway
souslgjel sp SlBABU| £l X
sjjoesl sep glijigeyy 18 8ss8ISNqoy 7L H®
uoneulwEoD LI @
sooussgMBl 0L [X@
sapouyigw ap uosieedwo) 6 [
ansew epenpusly 8 X
sspmpaou L [{ . b
snbueue epoyoeds 1o FIASUSS 9 [ T W NP
oy = sajAooydwA| ap s$8Nj0Sge SINJBA SSP UOIIBIDWNN

assasnt v ®
singjeiado-smul aygqenes ¢ [
allelpauusiul sgpld g =
auigelpdey L [X
 UONEPI[EA/UOEDYIDA BP STHEPOR

‘auLoEe

S8juaiayip sap uoneaynuenb inod xny sp anawolfo np asAleue p 3N|[22 B| suep 303Ul
sind ‘abeae| ap adeje sues asA| (50d-£00/a03-8A0/L0H-¥A/OLIH-5¥AD) L-en] |pued
np xneuopouow sdiodonue sa) Jed anbiew synsua ise Gues a7 “sund gg anbejd aun suep
asodap 8 1@ |e101 Bues a| aagi9ud Inb 1D SOINDY. Ins 9B1eyd 15 anewud uojueyss, |

‘sauejhooydwi| suonejndod snos

|d @duns xnjj us awiRWCIAD Jed anbaN|oA BANEIIUEND BpOYIB

apouyIaIN el ap adidulid

SNS$S300dd NA NOILAIYDS3A

[0 exajdwoa snssasold (¥ ajdwis snssadold

‘+800 19 +pQD ‘Xnejo} +£QD L sahooydwi

apueinsapy f ajh|euy

3AQ0H13N V1 3d NOILdIYDS3d

850ZVAV 12 SOINDY 31}2Wwo3kd 3] Ins
+809 112 +¥#0?D ‘Xnejo} +£0o 1 sarhooydwA| ap sanjosqe sinajea Sap UOBIJWINN

FTVIIA3N 319077019 3d NIWVXE

FIVINTIE0
JIDOTONNWWI ¥NILDAS
I90TONNWMWI,Q
3IDIAYIS

10OIM¥3H advnoa3
HINVLIASOH
LN3W3dNous

NOAT
30 NHD-SIINE"T

ajeaipaw 160joIq op SpoYIW BUN P
(v @9310d) uonesyLaA ap adA) aysry

EO\A._ N__u w_._\:U WNU,—QMOI

FHIYINTI3D
FID0TONNWWI ¥N31L03S

00TONAWWI,A uoAq ap sjiaD) saoidsop

2omag - ajeaipaw aibojoiq ap apoyiaw aun p
LOIM¥Y3IH advnoas
b (v @9310d) uoneaylIdA ap adhy ayoiy |
AN3W34NOYD

NOAT 7
3a NHD-sIAWET

(CC BY-NC-ND 2.0)



Z 4ns ¢ abed

‘BUIBIUDD UCN

- ‘uonebnjuuso
: uswalenid

6L0-LI-OANI-NN
: SIND Suep JpuLIojUICD
-uou aun p juswensibsiua
anbpewoul : SININGT -
200-30-HY-IH
:« uondacgy » UOHEYIqeY P AYdld -
-Z50-3CQ-HY-NIN - uondadgy
[BuULESIad UOHEY|IGEY/UOHEDYIEND
ap aydi4 31y - SWING -
150-30-HY-NW : 3L djqesucdsal
aysibojoig uoneyjigey/uofieatjent
op ayald 31 SIWNGT -
£20-3a-v24d-NW
: & Juawensibaiue
19 11 ‘uondadsay »
INBY08S | UOhEN|EAR P SYdL -
220-LI-¥2dd-NIN © Sludwang|ad
Sap 3|04ued anbifjeuy-a.d
ZE0-30-DWS-NIN - 31d
sausBjul SIPNE P BIND-SWINET -
200-9d-vaid-NIN
1 SUOJIUBYDY Sap }8 sapueLLap
sep uonssb ap aunpaocolg -
¥00-9d-v3d-NN
1 31y xne sjuawangesd
Sap WBWAUILLBYDe P 8Inpaiold -

(podsues ap sajuRau
‘sapjaneu) anbpsibo| uoises)

0€

anbpAjeue
usuLes

jueae ainjesadwsal
12 1eRa

LZ0-LIN-YNY-IH
* Jayno) ueunag sOINDY
XNj} US 812WO0HD Np uonesIjn -
LOO- LI-¥2id-|H : Suswexa
sap JuswansiBaiuzuondadeY/UL -
100-Dd-¥2id-H : enbukjeue
-31d Jna)oas np uonesiuebi -
Z20-LI-Y24d-NIN © Sluswang|p.d
sap aje4ucd anbifjeuy-ald
‘ashAjeue,p apuewsap ap uog -
200-30-HY-IH
: « uondaday » uonENIgey,p AydLd -

ashjeue | ap JuaLOW
ne j@ uondsdgs B 8jQNUOD

uO|UBY9R.] 3P
awnoA o |umeN

B110Jei0qE]
np DS NP S82UaI9JaJ Sa| JaAe
(- yuewansibaius ‘uononnsul

‘ainpaooud) sjuawnsog

{ (* ‘tessa,p xnal ‘s|ejuawiligdxe
uopesyLI9A ‘jeuuostad

np uogeulio) asujew ap suakop

J9siew B SjUawlg

uﬂw_u_v_hv
ap
allaya3

sanbpuo sjulod

We

4 ank

(aplieA/2UL9A

Y anod sr

p-19 neajqe)} np sed g JesueW B sanbiuo syulod sa| esajdepe aljojeioqe| oy)

S3NDSIY S3Aa ISIHLIVIN

3dIvINTI30
IIDOTONNWI ¥NZLO3G
D0 TONNWNILA
301NE3S
LOI¥¥3H advnoa3
43IV LIdSOH
LNIWIANOED
NOAT
30 NHDO-SINET

ajeaipaw a1b0jolq ap apoyjaw aun,p
(v @9110d) uonesyuaa ap adA ayai

uoA] ap sy saaidsoy

pz ins ¢ afey

* anbpuo s94) ¢ — anbyuo uou | sidwaxa Jed ‘auojeloqe| 3| Jed Jasdaud v &

UoHEeLLIO)

29188 9] sed gu9B Buiiea-a -

‘asf|eue p spuewsp ap uog -
“yoogoigA|ises

1 10H sesk|eue sap enbBojejen -

{ JusLUBAR|a.d ap [BNUBN-SIWING T

1o sjuaned sep uonewo|

€00-9d-v24d-NN sinaAsjaid sap uolewlo 9 sjueusiuod ep adA |
L uawaag|ald ap [enuep -
£00-9d-¥2.d-NI sunanajgid o0¢ aned

np uonesedsiy

100-30-¥oid-NW * (asuepbiaoijuap))
abejanbne p epuLOjU0D

-uou sun ynod uoneboag — SIWINGT
GO0~ LIFONS-NI © (inaus
‘82UBPI0DSIP ‘9OUISGE) JUBLLBA|RId
abejenbya apuuopod-uoN ~- SWING
120~ LA-VNY-IH

- J8ynod uewyag SOINDY
XN}j U3 2J]2WO0IA3 NP uone
200-30-HY-1H

: « uodanay » UCHEN|IGEY P AYdi4
L0O-LI-¥2.d-1H . suswexs

sap juswensiBaiugjuondassy
L00-9d-¥id-1H : anbnAjeue

-gud 1na)o8s np uopesiuetin
€00-9d-v21d-NIN

: uswaag|ald ap |enuB-SININET
: & allojeioqe|
np DINS NP S82U319Ja4 S| JAR
(*** Juawansibaiua ‘uonanisul
‘ainpaooud) spuawnsog
J(* ‘jessa,p xnal ‘ajejuswadxa
uOnE2yLIIA ‘jauuosiad

np uonewJo}) asujiew ap suafopy

jpuucssad
AP UCHELLIOJUI 18 UOHRULIOY 09

230U
JasUEW B SJUBW|T ap
CIEIEE]

fumuap|

sanbpo sulod

(suo|nueyss) atenen
—GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)

(2prEA/RYLIIA

SINDSKY S30 ISLIVIN

anewesed enbeys Jnod snossap-12 neajqe) np Jied e Jasuyew e senbnuo sjulod sa eierdepe aJjojeioqe] ay)

9L/LorLe

: uonesiyn L 2p 8jEQ

9L/L0/9Z Ne 9L/LOo/CL - N

: 3pn33.p apouad

sguod e 8p uojsab ep

aunpgooid

uoneNpalIoe p
$ £00-9d-YNVY-NIN

: a|qixaj} agyod e] ap uonysab ap ainpasold

Sep UONEJYUSA | UOHEPUEA 8P 2UNPI0Id

UONEOYUSA | UOHEPIEA Bp BjeioUSB 8NP0 T LOO-Dd-VYNY-NIN

saniejjuenb sepoyaw

: 200-Od-YNY-NIN
SapOLIaL 3P

: aaj03e12do BpOLUOIEPIIEA 3P BINPRD0Id

(aw=ut) 73SS0S auebioy

JUAND NI ISIN

: 8POYIPW 3P UOHEPIEA/UOHEILIPA B ISIED

juede (shusjedwoa (s)nuuoses Ja (s)ayienb (shnejessdg

VINTIED
IIDOTONNWWI MNILI3G
FDCTONNWWI,A
A0INMES

1014 3H advnoay
H3ANVLIISOH
ALNIWIINOHS

NOAT
3d NHO-SAINGT

ajesipaw a1bojo1q ap apoyjaw aun,p
(v @9310d) uoneayuaa ap adAy ayaig

uoA} ap s secidsoly




pz uns g abed

LE0-LIN-YNY-IH

- 2)nod ueunppeg SOINDY
XNjj UB 2ABWOAD NP LONE:
sjeynsal sap abeaiyory -

* 'Saguuop
sap afiealyoie ‘suoixauuod
‘abeuuoiels ‘sbenguseied

agnbiequa
anbijewoju|

vz 4ns g abey

1OI4¥3H ayvnoa3

IDINNEG

H3VLIASOH
LNIWIHNOHD
NOAT
30 NHY-SIINEN

ajeaipaw aibojolq ap apoyjaw aun p
(v @9)10d) uonesy1IaA ap adAy ayoiy

gL
iessa,p xnal sep sjuswansibaiug -
: 8IS UNS UOHBUILLEIUOD 3P SIBSST - Swmww%m__:mw ”umwwhmww.ﬂw%o 0o UOHBUILLEILOT)
910z /e 18 zassoo : aydesboyqig - P P e
120~ LN-¥NY-IH
: J3)nes) uewnPEg SOINDY (** uswspIoasE)
XN} Ua 3NIBWOIAD Np uonesIin - ‘anbibojonaw 1AINS)
o3I - sjuswedinba sap asujep
(auaLuineib) saoueudulew saAuep
anbibojonew anjiqedes) - sap a)oIpoLRd gc | sop  asuepeming
SsouBUB|UIBW Sap sjuswasiBaiug -
aljojeioqe|
np DINS NP S83U3J9J34 S8 J9AE
( JuswansiBaiua ‘vonanysul AN
‘ainpaooad) sjuawnosog JasulleW B SjuUaW|3 ap sanbpuo sjuled WS
1 'ressa,p xnaf ‘a|ejusiippdxa CIEUEE]
uonedylIgA ‘|jauuosiad
np uonewuoy) asuew ap suakol
(9peA/ouLIgA
answesed enbeys anod snossep-19 neajqe} np Jiped g Jasujiew e sanbpuo syulod sa) eseydepe aliojeioqe| a|)
S3NOSIY S3A IASIKLIVIN
I™IYINTIRD
JADOTONNWWI BNILD3S A o
D0 TONNWWIA B mh s e

101¥Y3H asvnoay

FAID0TONNWWIA
30INYES

yIIVLIdSOH
LNIW3dNouD
NOAT

30 NHO-SININGT

i3
Qs
"BUISDUDI UON nea,| ap aHENT m m g
o @
IYY40D slipssaoe =0
aibojonaw ap aseleysald un Jed g0
25UU0(E)2 ainjesedwa) Sp Spuos - 2
S10-30-HY-IH * SOINDY
a1@Wwoiko uoneNIgey,p ayo4 -
100-Dd-LYHOV-NN
: seumeladwa) Sap IANS ap
12 uonsab ap aunpao0id-SWINET -
"LO0-3a-1LYHOY-NIN
: sanbielsoulay)
sajulzoud sap saumessdwal sep
NS ap uswansibaiug-sngt -
900~ LI-LYHDV-IH ‘0. ¢ Fopsnidap
: saumesedwa) sap sed amonjy eu aunjeIRdw) inejesgdo,| |
1AINS 9p 2 uonsab ap uoyonusy| - e| anb uonepuBwWWOa) no |augiew 3| nod
'SQIANO 23Ae 'D), 07 19 g1 auua ac9ud S9|BIUSLLDULIONALD
sunel s8] sainjesadwa) sap saA3IRY - e| ap ainesadwa | € saouabixg
‘SPSHeWI XNeso’ -
V400 gnpasooe
aibojoliew ap aseielsaud un sed sjewome |
ssuUUORIe siMEIdWS) ap apuog - | Jed SpPERs SBp  UORSI
LEO-LW-YNY-IH
:seynes uewnpeg SOINDY SUO|UBYDD
XN|j US 81)8WOIAD NP UOHESINN - | SOP 12 SHI0eR) sep abeypoig
100
-30-LYHOV-NIN : senbrejsowudy) SajuIRIUa
SO)UI@OUD SAp saunesadws) sap sop insaiBojcisiy
1AINS ap JuawansiBaug-sneg] - ('} smoes
100-9d-1YHOV-NW 2. 92 sap uoltesynnp
: saunjeladwa) sap IAINS ap 1@ g1 enus snbiuyse) so91d ® uCHBAIASUOD
12 uonsab ap aunNp3ooId-SWINGT - €] ap aunjesadwa | 6 ap suonipuon
HOO-3A-LYHIWH | - -
: saunjesedwa) sap 9jQuU0D
np glpgedel) -1408vY3a00 - .92 (" *a1) suolmueyds
"900-LI-LVHDV-IH 19 g1 @24ua anbiuyse) aoaid SAP UOHEAJBSUOD
: saumesedws) sap e| ap aumesadwa | 0€ 9p sSuonIpuoy
1AINS @p Ja uoysab ap uonanisy| -
LZ0-LAFYNY-IH
*Jayno) uewoag SOINDY
xnjj ua 2412WelA0 Np uonesiin - uondasal e 3j00u0D
€00-Od-¥aid-NIN sinanaj@id sap uonewlo fe] S20UIIPAI
: JuawaARieId 8p [BNUBK -
aljojeloqe|
np DINS NP S82UBIYJ) SB JBAR
(** quawansibaiue ‘vononssul onuo
‘asnpgaoad) sjuswnoog J3suUljeW B Sjuawalg ap sanbnuo syuiod Ws
1(~ 1essa,p xnal ‘ajejuswiliadxs EIETRE]
uonesyLIgA ‘jBuuosiad
Np UORELWIO}) asulEW ap suakol
(aprieAspyLI9A
asjpwesed anbeys Jnod snossap-19 neajqe; np Jiped e Jasiew e senbius sjulod sa eseydepe asjojelsoqe o)
S3INDSIY S3a ASLIVIN
FHINTIZO 7
JO0TONNWINI ¥NIALO3S |
| uoA7 ap sjialy s9oidsop

ajesipaw aibojoiq ap apoyjaw aun,p
(v @9110d) uonesiylian ap adf) ayaiy

(CC BY-NC-ND 2.0)



vz ins g abey

‘aqjpwesed anbeyd ap 91OQID B SINIED SBP [1BJPP Sf Jnod | IXBUUY §) &

‘(4najea 8180 ap x1042 9| Inod SN0 Sap NES|qe]} SXAUUE o) (F => 158 S)I9NLD ap |INas a7

“anbsu

np 21onuo e| suuop (2Ige10919p X auaelB x aousnbaly) saoipul s104 s80 ap Jnpoid a7

'ynsal = 9

s =0l

joedwyip nad = ¢

juenbay =9

‘(si1ge10319pPUI =0 ‘9IqNIEILI UOU
ajgissod UoNBIPP = 9 '$10819p JULWS|I0B) = € ‘Plosjep sinolno) = |) alIgeIoalap BS -

‘(suowe JeyNSs =Q| Jauuop e a|qissodu

1eynsas 8| ns joeduwip sed = |) apaeib es -

‘(Juanbauy
jusnbayy nad = ¢ ‘yuanbay) nad sa4) = |) asuanbaiy es -
:Jawpsa p ube s |1 ‘aynusp! anbsu anbeys unoy

"2gsiin an2 ined HIAWY SPOUISW & 'SPynuSp! SaNbsL SSp VMO B JIGEIZP ULy

L0-L00-Dd-YNY-NIN 2JNp@ooud e ap najed ap saubisuod sep 1oadsas us IN2ED : O[S @p J]jeyoag

(Buuueyd) jleaes) ap sajsod =
sap uopednoso,| ap - E
‘600-30-HY-IH o
: ¢ auein|je0 aibojounww| 8
3)sibojoig » uoneyigey,p ayol4 - E
W00-Det-HEL I - SN0 —— 3
np [B21PALY LOU _wcc.om._ma np el ap Gm%mh 8} Jaunsse Jnod 5
sajsod sap sjesauab uonesiuebio - [euuosiad np 3yIgiuodsiq Py g
-30-HYIH : =]
& .:!m_._ﬂuimn_um_ oﬂﬂ___ﬂ m%%rﬂwu " uofjeuuoy ap ueid np asusjadwios 3
. i .No..ugw ﬁ._aIwE.I ‘leuuosiad np ssouajpdwon 3p uajuiew @
- uoydeos) LONENIGRY Bl - SOp UOHENEAR 19 UOIEWIO oL 18 9susjadwos s
alojesoqe|
np DS NP S3UAI3I S| DaAR
(*** ‘yuswansiBbasua ‘vononnsul RIRTHEE]
‘ainp@ooad) sjuswinaoq Jasujiew g sjuawalg ap sanbyuo sjulod Ws
{ (** tressa,p xnal ‘ajejuswiiadxa EIENEE]
uonedyLIIA ‘|puuosiad
np UoijeuLIo) asujiew ap suafop
(2p1eA/RULIDA
anewesed enbeys inod snossap-12 neajqe) np siued e Jasiiew g senbinuo sjulod se| essjdepe asojeioqe| aj)
S3INDSIY S3A ISILIVIN

FHIvINI30
JID0TONNWNI N3 LO3S
JIDOTONNWNWILA
3I0INH3S
LOI¥3H ouvnoas
H3INMVLIdSOH
ANINIINOEDY
NOAT
30 NHO-SINING T

a|eaipaw aibojoiq ap apoyjpw sun p
(v @9110d) uoneaylidA ap adAy ayoiy

uoA] ap spiaI) sasidsoy

2 ins } abeyq

anbibojoig 1@ anbiuyoe) uoyepiEA M
anbiuyos] uoNEpIEA 3P 8.NPRJ0LH - B| 3p SI0] JN3)ESIiN | =
L0~ LIN-WNY-IH 1D SOINDV. Jed abenguay sieanepy ansaw g
QP UoHESIINN P 2.NP300id - ap apmueoulLp _
9L0Z (e} zassoL) - (*~-obepadid sieanew sasnen
8.NSaW ap SapniKasu| sap |nojes ‘abeyonoq) 70 SOINDY.I
8] Jnod spoyisw ap LONEPIEA JO) - ans snbie sjuapiou) 0
(" ‘seouasopaul
910z /e )2 Zasso) - ' 'saouaapalul o mwutmm:m
BpOYIdW Sp UOHEPIBA JO - ‘gluesUl 'uoyED)uenb .co_-umumv.w wv_w”““:
9P S| 'UoHOBIBP 8P AL 0€ el op sequwi]
$8|QJJU0 o N i W\
"3UIBIUOD LON 'Suoe® 'sjoeal m.
S8p uoHNISUCOSY z
. 200-9Q-LYHOV-H | — i . B z
 siiioea1 3p SI0| S9p BlGESEI] - Bl a &
. mmm_om.%.wr% Mw_qm._mﬂ sap uond mmﬁmm._ 9 | S400Is $8p UONSED ,..\m.
aljqedey) g) ap auojesado apopy - Gt B L
LZO-LIN-YNY-IH
1 48UN0Y UBewnoag SOINDY
Xn|} ua ajPwolko np uonesin -
20-100-9d-L¥YHOY
NN : sadmiesadwa) sap 1AINS ap
12 uonsab ap aunpesoid-SWINGT -
20-1L00-30-LYHOV-NIN
: sanbijejsoway}
SojuIPaUs sap sainjesadwa) sap
S ap juswaysibaiuz-gang] - sjewoine,|
"L00-30-LYHOY-IH Jed syjoeau sap uonsan
: saunjesadwa) Sap 3jQ[U0D
npEsel - LIDSYIgD (seumesadwa) uonesyynp
900-LI-LYHOV-IH sop AIns 18 aiydeibopes)
: saumesadwa) sap sajuiasue sap aibojonsy (5 18 UOIRAIRSUDY)
1AINs ap 1@ uonsab ap uonanisy) - ’
aljojeloqe|
np DINS NP 582U313)9J S8] J9AR
(" quawansiBaiua ‘uonosniisul 9NN
‘ainpgoo.d) sjuswnaog 13SUJIBW B SJUaW9|] ap sanbiuo sjulod WS
(> “1essa,p xnal ‘ajejuawiigdxs ajlay23
uoneLIA ‘Jauuosiad
np uonew.o}) asujiewWw ap suakop
(opreasgyLan
anpweled enbeyod inod snossap-1o neajqe) np Jied g iesuyjew g senbyu syuled sa| eisjdepe aiiojeioqe] o))
SINDSIY S3A ASIHLIVIN

GOSSEZ

(CC BY-NC-ND 2.0)

FHIVINTIAD 14'

m_ooSz:EE_m:Eomw

IDCTONNWIILA 7

ELTTNET ,

101¥¥3H advnoa3z
HIVLIISOH
LNIWALNOUD)
NOAT
30 NH2-SIWINET |

sjealpaw aibojoiq ap apoyjaw aun p
(v @9110d) uonesylaA ap adAy ayoiy

uoA) ap SpAID sadidsopy




pz ins g} abeyq ¥z ins g abedq

N =
w <
n N
() a)
Sz
- . - S— - = - 2SIAN JUAWWSPY9.d dpewIoINe,| IN0d SPAIISYO SINI[BA SB] IDAR 2IUEPIOIUCD m
3S1Tv34 NON | anjeAg majesadp ua 30 aupewons ap aibojopoyiaw ef ap LE,| op }e}9,| B SOWIOJUOD SUILIOD SPUPPISUOD JUOP JUOS SIBYNSDL 537 X
a m
[x] 21qe21dde uou  [] sjqesyjddy syjoadsal o
SHNILVHILO-HILNI ALTEVIIVA uonedesoe p saul0 SIN3| 1@ sanaweled sene Sap Xnao e sall 1S/SanaLg4Ul Juos aYigeIadal ap AD $8| anbsind SIULIGHUCS o
SjeynsaI S30 SUOJBPISUOD Snou (r/ 18 %) £aD saieweied s8| Jnod senbyoads uoneidasoe p sesgluo ap sed juesodsip aN =
‘2UI0}210GE] NE JSINN JusWWapaodid
anawolko ‘(J8ynon uewoagd) 005D NP SPOYIPW Ap UONEPIeA B P SI0| SNUBIGO AD Sap SINSEA S3] Jnod sww ap 158 ua ||
‘aljiqeldaose p sinas
SOp SLILLICY SISIHN SBD UNSNE U JUOS au s|| "ed annep (JeyneD uewyoeg “1X SOIdI) slualopp @iBojouyda) B anawoika
un j2 ped aunp SOINDY UN INS SI3SIeas SAPNI@ XNap SNSS| XNad 99AB §S0/FPAY SOINDY.| 8P snuaiqe AD S9| Jasedwoo
op wepawied sSnoU S| JBJIPUl SN B SPUUOP JUOS B Jo UUBWISY Sp @ e jo Z9ss09 8p suonealgnd sep sail AD So7
‘9o ap af0jOPOYI Bf 3P LIE,] 3P 1819,] & SSUIIOIUDS SUNLOD SRJIPISUOD JUOS SIENNS] $37 ~ R S R RN
‘sanelfooydwi| suonejndod snos ap adA) Jne} ap uoneIIWNU Bp SIElg $8] Jnod Jlewlojul ang nad ji,nb JuesepISUOD ‘2SN 158 o
K uinBues sen|jes sep uonebaibe,p anbsu np 1o Ogy seuIquedwodul sap ey
+$3D 1 sarkooyduwiA| sep uonesswnu | nod SOOIY 2P 2w sielq 2 ‘| suoneindod-snos sa) unod auwi| sielg ap juesodsip an o SpUBLoos: Sed 155.U SiUBIaKP Siuaned Sinaisnid ap SNSS! 210} BUBS 9P SUOJIUELDS SIP JOUIGLIOD ‘S| d 5p * panbsy 12ss5
aWiqEIdasoe,p S|NSS SSP SWIWO3 SISIN 529 w.@u anb :o_E_.._mzu..m..u juepodw SWNOA NP 8sNed g sj|BD >.>D._ e w__au_ _oboc_..c._.E_ SOINDY Jns agsieal wum e aygesdsl e
UNaNE U8 JUOS BU S| * BAW0JAD BLISW 3] INS SBASIESI SAPNJY $3NSS XNAP SBP SNSSI XNad IBAE §50/FAY SOINDY.I 2P Snusigo [ 9¢€ BSFES . 99°¢€ L6 8'85¢C [ _r/8ad 11
: ] [ : TEG - ¢ 201 9EE % 800 L1 | £P008T910]
AD 9] Jasedwod ap juayauuad snou §|| “JHEoIpUL S} B SBUUCP JUOS JNSSSILING) SAgUUOP Sap 12 B J3 Z3SS09 ap Sl AD S8 [ 0ZES| €0 o
2'C PLBOY L'y 867 6E'L v'arl o6 17 +02 11 S|12) moq
Jusuwianes sinol g1 ap epousd aun ins L't goegE | - ZE ¥ £8'0 €61 % v00 11 | |o13ounww
anb aleipauLBiul BYlapy 8p 1BSSS,] JASHea NU SUOAB,U SnoU ‘anbijeuuioju) LoXauuod ep Ja uojesiuebio p sajuieuos ap jiey ng 9z 5 = Pr— o ”m = w.”v_. T m o L] ity
- UGISN|oU03 B] ap allejusWnGly Le . < apuLip gke il S % €00 A1
e : [ GGeZS - sunany ZLE 810k 0'vlZ /800 11 GROGLID
Szl > - X3 s0's | 8601 GLLZ [ - Jigao 11 | o gc gEEgl ” i 23 i P L] 10] sjj2
=T = i _ = : 5 1100819 9% Z5e6" ge % 8991 0795 ot 17 %00 11
¥ A : o N I L = AL vl TEe0e - 7 120 o'er % 00 11 | |oounw]
5¢lL > 02'6 Sy €L'S g6 L '¥5L LE 7/ #Q0 17 | 301 5113 Mo e = = 'z Vite 7158 SArean A -
G'CL > - ¥8'E 98't 160 9'ce LE % 32 17 | |oJjounuiw] 90 = = T 980 Zel % £d0 A1
SZL> : 60°¢ Zhy | 1991 9'00v 3 17Ea3 1| soinow [T — pess W
S'Zk > . L0'2 89°L £0') 2'19 Le % €02 A1 apoyigw) INass|uINo} adfy
: - o T = auuako| SINJJEA @ anewele suojjiueyd
e - e 85y | ¥eeL | el i3 /a0 11 gkt [ PN ST | ing | TR guny e T —
Gel > 0 e g9z 890 §'5C 0¢ %ean 17| 600L1I9 (%) AD
S'ZL> 9t | 6% EL'E €09l QLIS 0g = H___ 020 11 19| 5122 [ (seunsn( e) sjgesydde uou ¢ [¥] aigeaiddy
SZL> L > 9Ll S8l 88'0 L'y (3 % 09 17 | |osounwuw) ALMavL3d3y
SzZL> - 992 6LE 255 €108 og I e€adf|  soinby
§TL> - €2’} [ 160 | I'vs 0€ % €00 A1
it 910z T8 . [ W
ajqejieynos 15 225509 Inassiuinog (%) adfy suuafopy | sinajea suojjueys3 'S@S1|eal apoylaW 8p UOHEPIBA B| 8p SIS} S8| UO|aS aulgnol ap |Bjo} Bues ap suojueyas nQ
SOoi (%) A2 (%) AD AD -yeaz aPp i s[|80 MO [oJjounwiw] SOINDY 12 $1199 [osjounwW| SOINDY | 81Q4uUcd ap Suojjlueyd3
(%) AD alquon
[ (+eunsn( e) sjqeodde uou ! [ s|qeanddy
A A i IAOHLI V130 SIONVINHOLYId S3A NOLLYNTVAS
A — - — - = — e e : — |
FHIVINTIZD IV INTIAD
ID0TONNWNI HNILOIG y " 3I90TONNWWI ¥N3 LIS sl aaiih b
ADOTONNWIWIQ i i x i a ADOIONNKWI,D OB gh oo ien i
a0 ajesipsw s1bojoiq ap apoyjaw sun p Zou3s ajedipsw a1bojoiq ap apoyaw aun,p
Lom¥aH awvnoas | (w ggjlod) uoiealyliaa ap adAy ayai4 LoppaHawvnoes | (yr ggjdod) uoneayuaa ap adAy ayoi4
H3NVLISOH e - o . HIYLdSOH - . - .
ALNIWIINOHD LNIWIdNOHD
NOAT NOAT
30 NHO-SINNET 30 NHO-SININE




pz ins z| abey

‘sa.ielAooydwi| suonendod snos ap adA) Inoj unod saAewIoul 8139 JusAnad Sajje Nb JURISPISUOD SIBSIHN JUOS SODIN
uoes xnejoy sejhooydwi| sap uojesswNU B| ap S8|80 ‘| suonejndod-snos sa| Jnod anwi| 9|ejo) neue p sed juesodsip aN W

‘,_Nmm ¥ 08z i ._\& 800 11 rsw.wm_c‘._:E
_ %vsE8e | %8301 2] Jed 31UINOJ GO0BTY 10| 51192
%8'9 ¥ ¥0S Y $ao 17 josounwiw| 3p 3[qI2 INJ|EA)
%0t ¥ €9 % $00 11
%L'LF 108 i ean A | 920 SYDIN XN
(,%9' 2| SeMko0oudwAl sap %ezZT e'es %00 A : apmuasuL] 8p uonesynUeNY
31dwos 8] NS 3|gEJBYNOS - .
3B IN2UB | BP SODIE | %¥LLF gee | i 8ad 11 (snassiuinoy 3| sed
%S'9% 628 % 800 11 21UIN0} TTOOSTY 10| 5122 Mo
%P0l ¥ €51 M $a2 10 |oJlouUNWIW| 3P 3[qIJ N3|BA)
%98 F 922 % #0211
%L'QF LOF arl ean A SZ0 SYDAN 3N
:o\.\...w.‘m 3 5'65 % a0 A1 | :opnuuasul| ap uchedyUEND
(lerr1al)+u8)hv2=n
— *$1 VIO HS NP 3oy SPS—
saosuewloped ap asusbixg S89|N2JRD Sapn}acu|
[Jinaea ! [] (anj@npised eouaigpialul p 8oussqe) saenbsu sap ashjeue : aisioys aibojopoyjapy
: (uoneypadiajul ‘IN21ED 3P APOW NP XIOYD XNBAAIU) JUNSIW 3A IANLILYIDNI

(ZLOZ AR L 7| UOISISA) JIBJIPIIIY « SLILIOID
spoess anbifjeue souewuopad » UBWOSY JUSWNIOP
3118 (5L0Z IuAe 'aYSHZEPE) 10 SOINDY uonesiunp

|enuew 3| suep sjuo9p 1se enbiAleue ajyoads e

‘(doyssop, usbiuy uonenuasayiq
8]A200na7 UBWNH) (D) 24181A203N3| UoKEIDUBIIYI] S/Ebat SIEIp
Sp 95SE|D Ua XNBUOPOUOW SAJODIUE SBp SjeUCIIEUIaUI mwa_mc T5n =
ucneoyissep el Jed sgunsse s anbikjeue spoyeds e | — — e Sput -

syebau xne4

= = - ___ siyisod sieip |
[ (seynsnl g) ajqeaydde uou ! [ ajqesyddy
(v @9uod ua sjuauied Is a|qissod ajejuawLadxa apnid)
(g a9uod ua sjqesuadsipu; ajejuswiliedxa apnig)
INDILATYNY JLI0II03dS 32 FLITIBISNIS

2RO ap albojopoyyaus ef ap Lie,j ap 1e13,] e SIWIOJUOD W0 SPIPPISUOD JUOS SIEYNSSL S0
"« SBULIOJUDD » LULIOD SIRYNS3) $3] 8IPUAS JNOd Z+ 18 Z- aAus Sudwod a1j9 JIop 210382 &
10 SOINDVY.| luswa|ebs juesiun

(91.=u) sijed s8| 2aAe uBWISINaS SIEW « sanbiuyoal sajno) » uosiesedwod ap gqissod ap sed osuop B AU || 1D SOINDY S8
nod juswseads ginuuoy "« awweibold (saibojouyss | eanewally) Buuoyuoyy sunwwy » | ap amued jey 9sIN SYO3IN MM

FHIVINTIED
3ID0TONNWNI YN31035
JIDOTONNWNILA 3
30IN3 ajeaipaw aibojoiq ap apoyjsw aun p
LOIH¥IH CHvNoa3 uonedljiIaA ap adAy ayoi
N e (v @9u0d) uonesyuaa ap adh ayoiy
IN3WINOoHD
NOA
30 NHD-SNINET

uoA] 3p sja 53idsoly

vz ins || abedq

(CC BY-NC-ND 2.0)

N
t
asifeusdixa DO Np juswayel) ep swsiuebio | Jed sesiusuRI} oNb S8(9] SIUUOP JUOS SINBJEA $87 @ anbleway 7]
7 8E 0 6792 09z | 1n8ao i o
f 92'0 §lz 1'zz %800 11 o
BULIOUOD L9 0 ] 195 I »ao 11 9102/50/0€
1 iy 9Ly % #0011 9Z0 SYDIN AN
580 8998 | S8 rean A
¥6'0 oL 81 % £dd A1
I 08'0- L'ElE | 808 IUERENN]
6Z'0- L'vE r'ye % 800 11
e ELD gz See T %39 1 910Z/50/0€
00'L 0’9z 9’9z % #d0 11 SZ0 SYDIAN N
06°0- £8/5 195 7 ean A
9z'0 09 () % €00 X1
saied ap adnoub /
. (saned ap adnoib) oger
uolsn|auosy § Mcﬁhu ks insiih anaweed suo||pueyszy
[ ssenpenb sajonuoy ! [{ syeinuenb sejgnuon
Bl 3anLiLovx3a
‘sauiefooydwid| suonejndod snos ap adAj Ino} ap uonesRwWNU ap sieiq $8| Inod Jeulojul 811@ 1nad |1|,nb yuesspIsuoD ‘asiyn }s8
xnejo} sapksoydwA| sap uonesswnu g Jnod SO @p @YWy sielq 9| | suoneindod-snos sa| Jnod S Sielg ap juesodsip aN w5
S 8] SLSIITSEL LS S L T UOISNBU0D B] ap adlejuawnbiy
2sijeutaixa DI Np Juawajel) ap swsiueblo | Jed sesiwsuel) anb $9)j9} SSPUUOP JUOS SINBJEA 537 : anblewey
616> 17800 17
616> %8092 17 S| Mo
m_...m = My v@D L JoeunWww|
BL'6 > % #Qd2 11
B> MreaoAT]  SOINDY
616 > % £Q0 K1
616> 9.z 7800 17
616> ocr %gap 17  OT00LI9
616> 045 i W +ad 11 10] s|I22
616> Z6b % 3D 17| josounwiwg
6L6> 098 T ea0 AT ] soINDyY
61'6 > 4 % €00 K1
Sa1A004dWA] (saed (N) |
" ajesguab saied
uoIsnauon Bigenos auuafow / ap adno.iby e bl NS suojjjueysz
L SO0 (%) stey () stey adnoib) | sinsjep ap
(%) sieig bl i 21q1D | aiquop
[ (42ynsnl g} ajqesydde uou : [ ajgeayddy
(sasijewsaixa DI sop Jed g) 3SSILSNC
FHIVINTIED

DO TONNWII BNILIIS
e ajeaipaw aibojolq ap spoyjaw aun.p
10OI¥¥3H Guvnoas
HIVLIdSOH A< thcn: Uoledijlu9A ap @Qhw ayoi4
INIWIINOHE)
NOAT
30 NHO-SIWNET

C._U\A.q .U_T m.__.\:U hUU.—Qm.OI




pz ins p| abed

uew|y pueig ap 159 ‘(uosiead) anesul| uoissaibay

s NS
sap uoneyiojdxa,p apowsn

A/ +€aD L1 €L15 - 891

uosiesedwod ap ajjeAsaju|

|

o€

Sainsaul 8p aJquioN |
e

(48307 UBUN}PEE) BSDLYAY 1D SOINDY : A10J1W US AjewoIny
(199n0D ueW23g) 005D | 2IUapadId 2POUISIN

Jloaw ua
pasedde 3o sjuapadesd apoyd N

(G10Z IuAY AYESZHPE M) ‘SOINDY efaL swaishs np o) np 8ping -

‘Gz Uer 910z "Wolko Uy g AnewoiA) * uonepmuenb s1fsoydwd) | +$aD Snjosqe
10} J3}BWIO}AD MO} OLJALIN|OA PIIBLUOINE [SAOU B JO UONENIBAT, 18 19 "IN Z3SS09 -

sanbiydesborqiq saguuoQ

[ (seunsnl ﬂ..o_n-u__n._u uou | [ siqeaijddy
(7)) £@D L1 : SIAOHLIW 3A NOSIVHYINOD

-

spoddes sap
nopa sasuasaPip sep swwesbeiqg

JUBIAGP UNdNY | ins 1oedwi SUES 12 SI2UUOISIDZP
S|INaS S8p SIOY ‘SIUBIASP ¢
96260 = 24 S796'0 = 24 uoIss916501
661 - X/6L0') = £ 82'0 - X2486'0 = A E T e
{0054 T §50ZVAY SOI e bl

ULy pUB|g 3p IS8 '(uosiead) anesul| uoissaibay

siejnsa)
sap uonejojdxa,p apouIsN

+€00 L1 %Z %6 — 6'S¥

uosieledwod ap ajjea1au|

oe

S$8INSall 3p aiquion

(J83n0D ueun2ag) BYOBEAY ‘10 SOINDY | 10JjW Ua ajewoiny
(19ynog uewsj2ag) 00§04 © B1UaP2aId SpoLIN

Jodiu ua
naiedde 12 suapgogad apoulgin

(5102 Ay BYESZPPE J9H) "SOINDY Ble L swsalss np [aioiBo) np sping -

‘62 UBr 910z "WOoMD ulD g Anawoiky) “uonemuenb aikooydwi| | +$QD sInjosqe
10} J3)BWO0AD MO JLBLUN|OA PRIBWOINE [SAOU B JO Uolen|eAd, je 8 ‘W Z3SS09D -

sanbiydesbol|gig saguuog

[ (saynsn( e) ajqeayjdde uou : [ ajqealjddy
(%) €02 A7 : SIAOHLIW 30 NOSIVHVNOD

JHIVINTIED
ADOTIONNNIWI WNALDAS
D0 TONAWWIA
ERNTEL
1OI¥¥3H advnoa3
H3INVLIdSOH
LNAWILNOHS)
NOAT
A NHI-SWNGT

a|eoipaw aibojoiq ap spoyaw aun p
(v @910d) uonesyaA ap adAy ayoig

uoA7 ap s|ial) s810so)

vz ins g1 abed

GOSSEZ

(CC BY-NC-ND 2.0)

‘aLyaWwo1As ap 2ibofopoYIF B] 3P LIE,] 3P E19,] B SSIOJU0D
SWW0D SIPISUOD 1UOS SIBYNSA) O] 'SJUUOISIIPP SUOZ Bf 4NS Joedil UNdNE 8ipualbus,u 2insaws ap IPMRIBULT

I¥IVINTIED
JIDOTONNWNI ¥NILO3S
AD0TONNNWILD
30IA¥3S
1OI¥Y¥3H a¥vnooz
HIMVLISOH
LNIWIINOHD)
NOAT
30 NHO-SIANWET

ajedipaw aibojoiq ap apoyjw sun.p
(v @210d) uonesylian ap adAy ayoiy

uoA] ap spial seoidsop




$z ins g| abeyd

uBwW)y puelg op 1sa '(uosiead) aseaul uoissaibay

syeyNsas
Sop uone)io|dxa,p spoYIS,

+800 11 %L'?9 — £'01

uosiesedwos sp ajjeasaul

0g

salnsall ap alquon

(J2Ynog uewysag) 8G0LFAY 10 SOINDY : J1odIW ua djeLuojny
(48ynoy ueunoeg) 00604 - juapeoald apoylaiy

Jloaw us
j1asedde 3o ajuapasasd apoyjap

(5102 Ay BYESZYPE Jod) 'SOINDY enal awsisAs np |ai0i6o) np aping -

‘Gz uep 910z 'wolky uny g Ajewoihy * uonejjuent aiksoydwd| | +$QQ BINjosge
10} ISJBLWOIAD MO} SUISLUNIOA PSJBLLOINE [SAOU B JO UONEN[BAT, 1€ 18 ‘W ZISSOD -

sanbiydesbolqiq sesuuog

[ (eynsnl g) ajqesndde uou : [ a|qeayddy
(%) 8a2 11 : SIAOHLIW 30 NOSIVHYLNOD

i .0 -4 b o RF OB gGE T BORT TR TR e 008
e T e Rl R e 2
F g R T~

! wur i . ® sap Swweideln

C 1 59p SuweEG

juaned np
anbiua abieys us asud ey uns oedu sues
18 S|2UUOISIDBP S|INGS SBP SIOY ‘SIUBIADPD ¢

uaned np anbiuyo
abieyo us asud e| uns oedwi sues jo
S[SULIOISIIPP S|INSS SBp SIoY ‘JUBIASP |

spoddes sap noga
saoualayip sap swweibeig

S86'0 =2
19'8€ + Xgg26'0 = £
00594 7 850.VAV SOINDY

8886'0 = 24
82'SE + X¥BB'0 = A

uoissasbal

ap aj104p e ap uonenby

uewyy puelg ap 152 (uosiead) aueaul uoissalbay

sieyNsal
sap uoneyo|dxa,p 2poyIIN

M +#QD 11 L928 - 2L

uosiesedwod ap a||eAsaiu|

g

S3INSAW 3P UGWON

(18ynog uewyag) 850/ YAY 10 SOINDY : 1AW US aeLIo}NY
(521n0g uewyag) 00504 : Buspgazad apoural

Jjodiw ua j1auedde
18 sjuapaoald apouiein

(5102 Ay BYESZYYE 124) 'SOINDY B8 L 2waisAs np jawiboj np eping -

‘G uel 910z "wolky uny g Answolh) - ucnemuenb aylooydwd| | +pqo ainjesge
10} JSIBLUCIAT MOJ) SUISLUNIOA PAJBLLIOINE [9AOU B JO UOHEN[eAT, 8 J@ "W ZISS0O -

D .r..a.c.*.-mu.:— &) ajqeandde uou ! [ ajqesyddy
(1)) va2 L7 : SIAOHLIW 30 NOSIVHYINOD

sanbiydesBorqiq saguuog |

JIO0TONNWNI EN3LO3S

FFIVINTI3D

FI90TONNNNIA
I0INN3S
1OIdy3H auvnoay
H3VLIdSOH
ANIWIHNOHE)
NOAT
30 NHD-SINNGT

ajeaipaw a1bojoiq ap apoyjaw aun p
(v @9u0d) uonesylaa ap adAy ayoiy4

CO)J Q_G m,_:?_.U w@u,—ﬁmOI

vz ins G| abeyg

T KT AL R R

R G W e ]
LR s . BTy

A o 1B SUp auiluealieg
jueled np anbiula ableys ua asud
B Jns joedw)| SUBS J@ SBUUOISIIP

S|IN2S SAp S0y ‘SIUBIASP Z

BB 1 s oweding

‘ueiAgp unony

L9660 = 24 92660 = M
L0'0 + X1966'0 = 4 £F'0 + XpG96'0 = A
' 6V0BEAV SOINOY / 850LVAY SOINDY 00804 7 850LVAV SOINDY

syoddes sap
nofa sasuaJayip sap awwelbeig

uoissaibau
ap ajop gj ap uonenb3

uswy puejg ap 1se| ‘(uosiead) aseaul uoissalbay

sap uoneno|dxa,p spoa

sieynsas |

+00 L1% E'v9 - 60

uosieiedwos ap ajjeataiu]

0¢

Sainsaw ap aiquoN

(synog ueun2ag) 8S0LPAY 10 SOINDY © O US sjewoiny
(48yno9 uewydsg) 005D : auapeossd apoyisiy

Jlosw ua
lasedde 3o ajuapasasd apoyiap

(5102 AV BVESZEYE J9Y) 'SOINDY eaa L awa)sis np jaibo| np aping -

‘6Z UBl 9102 WOl uiD g Anewolh) “,uonejuend syksoydwid| | +¢go SInjosge
10} JBJBWOAD MO DLISLUNIOA PBJBLUOINE [SAOU B JO UONEenjeAd, & Ja ‘| Z3ss09 -

senbiydesboijqiq saguuog

[ (4eunsnl e) ajgesrjdde vou ! [ ajgesyddy
(%) ¥@2 17 : SIAOHLIW 30 NOSIVEYINOD

ot
L ] e

oy a

1 sap ooy

yuaned np
anbiuyo abieyo ua asud | uns joedw sues
10 S|BUUOISIDAP S|IN3S SBp SI0Y 'SJUBIASD §

17 5o i) e mar W

jusned np snbiulo abieyd
ua asud e| .ns joedw) UNone : 1AINS.
Bp 2}iwI| B] 9P NEBAIU NE SJUBIADD 7

spoddel sap
nofe sesualeyip sap swwesbeig

9286'0 = 2
LE'E8 + X426'0 =4
00§24 / 850LPAY SOINDY

¥986'0 = <o
6E'65 + X9666'0 = A

uoissaibal
ap ajoJp e| ap uonenby

™IV INTIE0
ADOTONNWWI ¥NFLIIS
3ID0TONNWNIQ
I0INNES

10144 3H ayvnoa3z
4INVLLISOH
LNIWIHNOHE

NOAT
3d NHO-SIWET

- 9|edipaw aibojolq ap apoyiaw aun p
(v @9y10d) uoneaylgA ap adAy ayoi4

UoA] 8p sjiar) sedidsoy

GOSSEZ

(CC BY-NC-ND 2.0)




pz ins gL ebed

's1e)NS9L Sap

npualt 3] 33 asAjeue,| suep ajdwos ue sud 919 WO S| WE,] 3P J819,] B SSUIOJUGD SUNUGD SPIPP[SUOI JUOS SIEYNSDL S37

ajueaul| ap eanauadns ajiwi| 18 uonedynuenb ap AU 8P SIESSD

sap sa|0o0j01d s8] Jnod Z axauuy §0

71/ 000 0L - 80D 11
000 04 : #AD 17
71/000 02 - €02 11

Il 000 52 :xneo) saikooydwih

: xnejuawiigdxa sjeynsay

qrijseIn|i@0 0 © %G1 9P AW AD un Indgd
qr/saiN|@0 OF © %O0L BP SHWI AD un JN0d
xnejuawuadxs syeynsay

‘8|80 | ‘auoay) ug
SANEYNDEY : Y 39H0d

A 0005-6€ * A0 L1
(5107 1IAY BYESGEFYE 19Y)
‘SOINDY BAdL swslsAs np [@1ifo} np apng -

71/ 00002-0Z :¥A2 L1
‘Gz uer 910z "WOIkD Ul g AnswolAn
- uonemuenb aykooydwi| | +FQD SINESqe
J0} JSJPWOMZ MOl OUIBWINIOA pajelICINg
|eAcu B jo uofenjead, e j@ ‘W Z3SS09 -

@jeauIl ap ainaugdns aywi

uonesynuenb ap apwi

uondaIPp AP AW

[ Leynsnl g) sjqeaydde uou : [ a|qeanddy
(" ‘HSL ‘¥Sd ‘senenbe|d ‘aulungie osonu ‘auiuodosn
: anod y sauiod us sjusuad Is ajqissod ajejuawiedxa apma)
(g esuod ue ejqesuadsipul ajpjuawiadxa eapmg) IYNSIW 3a INANILI

JroaIm

U5 SOIEWOINE Sap WO SIIPISUOD GHOGEAY 12 8S0LFAY SOINDY Xnap Sa] 13 SHGEabUBDIBIU] 8LLI0D S39IIPISU0D
1UOS 00SD4 Bl 19 8S0LPAY SOINDY. sed | seiepfooydw/| suopeindod-snos ssp UOHEIBWNG 3P S3POIPW s37

juaned np anbiuyo abueys ua asud e| ns joedwl SUES JUOS 18 S|SUUOISIIPP S|INSS SIP SI0Y SN0 JUOS SIURIAGP S
“*anbyyogds uou abenbiew ap sed ‘sayded

sa uns suoibss ssyuauayp sep sebeslgua) suog 'sasAleue sep JuswWOW ne sajgeidecoe DD | FIPMIP 219 B JUBIASD anbeyn

3p xneaAlu sap Jo ogiedwod spoyipw anbeyd Bp SNRIPIULISIUL SNISPY B] P 3SBQq B NS S3INDJED 912 JUO IAINS Bp SIlW) S97)
: TOISN[3U03 €| 8p aJlEjuawnbly

‘sgsin 10O anbeyd

I™IVINTIED
IIDCTONNIWINI ¥NZLIAS
I90TONNWNILA
30IN43S
LONMYIH axvnoos
¥3IVLIdSOH
INIWIdNOHD
NOAT
30 NHO-SININET |

ajeolpaw 31bojoiq ap apoyjaw aunp
(v @suod) uonesyiaa ap adAy ayaid

uoA] ap |1 seoidsoy

z ins 1) abed

B s i

‘s8gynajes ang nd Juo.u
sajusLIIad INNS 8P S8jiI S8D ‘SIIBIBLIP
Sau) JUBR INBY NBSAIU AP SMIgHoNpoIdes
ap sadA-peds sa) anb sure ‘sayoosd sal
WEje 800 L7 8P Seq Je siney xneaa sa7

e

JUBIASP UNJNY

GOSSEZ

(CC BY-NC-ND 2.0)

syoddes sep
nofje seoUAIYIP Sap swwesbelq

9086'0 =z
682 + X6120'L = A

986'0 = 2o
69'FZ + Xg8P6'0 = £
00504 ] 850LFAV SOINOV

uoissaibas
ap aypoup e| @p uonenby

uewn|y puelg ap1sa ‘(uosiead) aneaul| uoissaibay

sielnses
sap uoneno|dxa,p 3poUIZIN

I/ +8a0 11 €961 — 001

uosiesedwon ap a|[eAlaly]|

o€

sSaunsaw ap IquIoN

(49)n07 UBWAORE) BSOLPAY 1D SOINDY | Jlodiw ua ajewoiny
(12n07) UBUNERE) 00SD4 : 23uapaagad apoulan

Jiodiw ua
iesedde 12 ajuapaogad epoUlaiN

(GL0Z WAY EVESZIPE “19d) "SOINDY BIal awalsks np jaibe| np aping -

‘Gz UBP 91,02 "WOKD Ui g Anewoiky - uonepuenb ajhooydwi| | +#QD SInjosqe
10} J91OWOIAD MOJ} DUISWINJOA PIJBLIOINE [SAOU B JO UONENeAd, 18 j2 ‘W 738809 -

sanbiydesboijqiq saguuog

[ teunsnl g) ajqearidde uou ! [ aiqeayddy
(7)) 8@ 171 : SIAOHLIW 30 NOSIVHVLINOD

~ia GG WATR %Nk T P L A
i E

1prsap awedleg

waned np
anbiuio efieyo us asud e| ns joedw) unone
1 IAINS @p 3JILWI| B] 9P NEaAIL NE 'SJUBIAIP €

1p ap st

waned np anbup s6ieya

ue asud e} Ins Joedwi UNINE : INNS
ap S| B] 8p NEDAIU NE 'JUBIASP |

syoddels sap
nofe saauaIIYIP sap swweibelqg

9696'0 = 2
Z'0-%1666'0 = A
: GFOBEAY SOINOY / 850LVAY SOINDY

£986'0 = 2
¥L'0 + X2656'0 = A

uoissaibal
op aj104p e} 8p uonenby

,
FAIVINTIED
JIDOTONNWIWI ¥NILOIAS
FAD0TONNIWWLA
ELIIEL
LOIM¥TH a¥vnoa3
3NV LIdSOH
AINIWILNOHD
NOAT
30 NHO-SWNE"T |

ajeaipaw aibojolq ap apoyaw aun,p
(v @910d) uoneayliaa ap adA} ayoly ,

uoA] ap spary sadidsoyy




vz 4ns oz abeg

aaneoyiubls asuaseyip ap sed { §90'0=d
*S9L@S XNap Sap SaNss| +p(D 17 9p Seuusiow sep
uosieiedwos ‘'oquIos eng ] Sise) 0| sind |-eng) Sisel 0

moeal 1aju|

‘g100dsal JUSPNIS UOAS SHLLIOJUOD 3P 813D
9%,G°0- = UOIIBUILIRIUOD 3P XNe |
@D 1126 8p uojinueyos un sed Tripad 11
Z6¥ | 2P UO||UBLDS UN p UOHEUILBIUOD : 8BiBY2INS ap 1IBSST

uojjpueYY 133U

[ (4aunsn( e) ajqeaijdde uou : [] ajqesnddy
(7)) $@9 L1 NOLLYNINVLNOD

(se|qisuas sanawered sa) inod y aapod ua ajuauipad Is ajqissod afejuawuddxe apma)

"aAnedylubis asualayip ap sed ! gpL'0=d
'S8UPS XN3pP S8p sanss! p L7 9p seuusiow ssp
uosieledwo? ‘oquios) A2 | S159] 0L sind |-e49 | SIS9) 0L

*9109dsal JUBPNIS UOIIS JNWLIOIIOD 3P BUIIT
%1 0- = UOHEBUIWEIUOD 8P XNne|
PAD 11 %42 8P uojjpueyss un ed a0 11
%E 9p UO|jUBYID un p uclEUILEILOD : aBleyoins ap lessg

Mol Jau

uoj|iueY99 Jaju|

[ (4aynsni e) ajqeadde uou ! [ ajqesiddy
(%) ¥a0 171 NOILVNIWY LNOD

(se|gisuas sasjeweled saf anod v seuod ua ajusuipad Is ajqissod ajejuawiugadxa apnya)

aanesyiubis asuasap ap sed ! Lyz'o=d
‘S8USS XNap Sap sanssl €D A7 ap souuakow sap
uosiesedwod ‘oquioy) BN Sise) gl sind |-ene | s1se) g

3oead Jau)

+p@0 L7 $8)4n0d J8)INSRL 4O
‘anpweled a0 ap UojHUBLIS
-19JUl UONBUILEIUOD B] JBIPMD,P jueydadws 'suojueyos
XNap $3| SUBP SSJIBJILUIS WWAIBIR +£(D L 8P % 5o

uo||ueysa Jagu|

(1aynysn| g) ajqeaydde uou ! [ ajqeonddy
(sejqisues senauel

(%) £a2 A7 NOILYNINYLNOD

so] Jnod v aguod ua ajuauuad I1s a|qissod asjejuswugdxe apnia)

aaneoyiubis asualayip op sed { 6250 =d
"S9USS XNap S8p SeNss €070 17 ep seuuskow sap
uosieiedwon ‘oquiog) B4R | )53} 0L sind |-Ba12) S1S8) 0L

3oead Jau)

+#@0 L7 S| 1nod Jeynsas jo

‘aljpwesed 89 ap UO|UBYSS
~I2)ul UCHEUIWEIUOD €] J21PNI3 P Jueyaadiua ‘SuojjuEyoR
XMNap $3| SUBP SAJIBIIIS JUSIER +£0D L7 9p Sundjea sa

uoypueyd9 Jaju|

[ (+aunsn( g) aiqesydde uou ! [ ajqesyddy

(71/) £a2 A7 NOILYNIWYLNOD

(se|qisuas sanjpwesed sa) snod v aguod ua ajuauiuad |s ajqissod ajejuswuadxa apnyg)

JHIVINTI3D
JIDCTONNNWNI ¥N3L03S
AD0TONNWNIA |

ERINELS

1014¥¥3H cyvnoay
H3AITVLI4dSOH |
INIWNIANOHD |
NOAT |
30 NHO-SWNE1 |

ajeaipaw aibojoiq ap apoyjaw sun,p
(v @9110d) uonesylga ap adAy ayoiy

—

|
EO\S mmu mf\:_.u WQUWQWGI

ez ans gL ebeg

12 uonesipn »

1Noju0d 8| suep jJuosRInBy au 6D ue sjiebau sjuBWBUDAY S8 IU YO SO
Wueseb sayfooyduwd| sa) Jnod INOJUOD BP UOIIIPUOD BLULLCD Gi(]D) SOp uoHe
9jewuoue anbigjosd uonenusduod 'saiyjedouiqolBoway ‘sejonu sauekooIyII
singsinoaud  ‘aasif  sjeuas
SED $9| SUBP ®9AJ9SGO 158 19|dWOsUl 8SA| SUM 'S89SA| UOU SBleWRYp SoUSSBlq -

GOSSEZ

(CC BY-NC-ND 2.0)

‘saayusA sed 319

ouop juo,u sa)|3 (abessuay ap aibejess) anbulewolfd ask|eue | ap S40| SS|GEI0LISP JUOS S8

sassie.b ap sa|noued 'sjueinbeconue 'SjUBWEdIPIW SURMSY) -
(1120,p spuoy) @suadsalonyy us aiydesboibue, p SUBLIEXS P SIO| BUIPISSIONY Bp UORESIAN -

SIMO Jed sayey sjuaeq -
‘saphooydwiA] sap j@usulp
anb
nl €

asuesiynsui] onb sopel  seibojoyied : sjueains

“(« S8y — JuBWAUUCOUO)

L'deys © gL0z |uAe ‘Gysyzrya) 10 SOINDY uenes!ynp |snuew
8| suep sejuoap Juswaleba juos snbiuyoa) g ap senbifjeue salwy| SI| 18 SSOUBLBI S3

“(Z10Z 1ART L") UOISIBA) ¥IBYIP2I20Y « BLIPWOYAD SHIORL

anbnAjeue asuewuopad » uewydeg JUAWNIOP 9| SUBP SAWIDAP JUOS SAOUBIBHBIUI S8

212301 ‘Buignuijig

askjowsH

piganl

' - ‘sjuswenipaw ‘aulgnui

[ {(seunsnl g) ajqeoydde uou ! [] sjqeanddy

(a41e$5209U 1S JaNjEAY € - P}|IGRLBA 9P SING}0R) S3| suep ajdwiod ua aipuaid
‘93ipiqun) ‘ashjowgy : unod y egpod ue syuourpad Is a|qissod ajejualuLIadxe apnig)
(g egpo0d ua ajqesuadsipul ajejuswiigdxs apnja) SIINIHIIHILNI

FIVINTIED
FOOTONNWNI UNALD3S
FAD0T1ONNWWILT
ERIITETS
10I¥Y3H Qdvnoa3
H3IVYLIdSOH
LNIWIJNOYS)
NOAT
30 NHO-SIWINET

ajedipaw albojolq ap apoyjgw aun p
(v @9110d) uonesyugA sp adA} ayoiy

UoA] 3p spIaD) sadsop

1




pz ans zz abeg

9L0Z /L0f Lz NP aiped B 29S|IN SUWLOJUOD BPOYIPW © UOISNI2UOD

ainjeubis
SNOTWIA ‘UD : sed sgsuoiny

3ANLiLdVP NOILYHYIO3d

‘3poyIaW 3||3ANOU 31330 Bp S1EYNSal
xne sajqesndde 3u0s 30UDI2J21 AP SIN3[EA §3] BND SUCIBPISUDD SNOU ‘BFOBEAY 1D SOINDY,| 2P 2(|32
e anbpAjeue asuewlopad ap awial U3 spusjeainba 12 sjqeaBueyaiaiul 153 0DSOA anawolko 3| Jed
1 saueAsoydwi| suonejndod-snos SBIUSIFHIP SOP UORERIBWNU 3p FpOW B anb asuow jueiy

“1SI0U2 80US12J31 2P 3||BAISIUL| 3P SIOY 158,U INSjeA aunane ST Lev: M/ 8AD
"ISIOUD S0US12491 AP SjjeAIaIUL| SP SI0Y 353,U INajeA BUNdNE L T L7 % BAD

[/ 09€ET) Isioyd S0UBIBSaL AP 3||BAISIUL,| SP SIOY 158 INS[RA T 1Sz Fevs M/ vOD
*ISIOYD 82USB13J21 3P B|[BAISIUL,| AP SIOY ISB,U INB|EA BUNINE L + 9 1 % #AD

M/ £56T 319711/ STTZ) 151042 20UBIBYDI 3P B||BAISIUL| 3P SIOY JUOS SINI|RA T €Ty T OTZT: T/ EQD
SI0UD S0USI3)31 3P 3[[BAIIUL| 3P $40Y 1$8,U INS[BA BUNONE 1S F G2 1 % £AD

: 5JUBAINS §3] JUSILID S3BY NS3I 537

‘§43,| 9p SINBUUOP S2P 12 2J10JRI0GR| NP SNPIAIPUI ZZ

INS SSPLLISA 212 JUO S3ANPE SBOUSISA) 3P SINS|RA 53| '00SI4 NP SPOYISW AP UCHEPIEA B| 8P S107

¥00Z e i2 jessig
| saynpe SINsjeA | £00Z 18 19 Jereays 18 J661 I8 Je Siayg-suewog : senbujeipad sinsjeA

89U819)2J 3P SIN3|BA

[] 21qeaidde uou : [{] ajgeaijddy
FONIHISIY 2P SITIVAHEILNI

yZ ans |z abed

‘gj@09p HEISS AW|qosd un No sed
2| SUBP NESANCU BP JOPUBLULLIOD U Joanod ap 12
19]53) S9| 8p Ulj2 SUSISUR SAp Uy B| JUBAR SB]BWOINE
$9p pJOQ B SIW JUOS SHIDEDI XNESANOU S37

‘S|eAnew
188 [ UN IS SASINN SJI9BI SBP dNNIGElSU| 8Ino)
J310932p Jioanod Sp uye BSINN $3| ap Juee suaoue
$8] JaAE [1DD) 9P S10| XNESANOU SBP JUSLIBYONEAIYD

“SUOIEPUBLULLIOID] Sas

++ ‘sgnbiequia ‘ainleAno saade sj11oess S3p 9|IGRIS

GOSSEZ

uoes ja Juswiepides sal) ssIAN ‘gAl 30 99nblew |
UNGSSILING) NP JUOS SASIIN SHIDERS 3| JED SBUUIA
21 SEd Juo,U SJOE21 SAP SNlIGel J8 9SSAISNQO BT

‘poddns un ans uonisod ‘Hd ‘.3) S2)159) S8|QISUas SALILBIE]

[

FWIVINTIID
ID0TONNWWI YN3LO3S
JID0IONNWINLA
30IANIS
1OI¥¥3IH ay¥vnoasg
Y3IVL4SOH
LNIWIANO¥Y
NOAT
30 NHO-SIINET 7

- ajesipsw a1bojoiq ap apoyjuw sun.p
(v s9u0d) uoneayiaa ap adhy ayaiy

uoA ap sjia1) seoldsop

JDO0TONNNNI WNILOIAS

1OMY3IH a¥vnoa3

!mu (saynsnl g) ajqeoydde uou : [] ajqeaddy
(sajqisuas sangwesed sa) inod y aguod ua ajusuiped is a|qissod ajejuswedxa apnig)
(g @gpod ua ajqesuadsipul ajejuawsadxe apma)

S41L0V3Y sep JLITIEVYLS 12 3SSIALSN80H

‘ue,| ap 1E33,] & SOUIIOJUGD IWIIOT SPIPPISU0D

juos § sesepfooyduif] suonemndod-snos sap uopelgwiv gl anod UOCHBUNUEBILNOD 3p S)elnsSad sI7

~angeaiubls aoualayp ap sed ! G¥§0=d
'S9159S XNap $ap S8NsS gD 17 @p seuusiow sap
uosiesedwiod ‘0quwoD ena| $1s8 0l sind |-ea9 | SIS 01

noeat sy

"g109dsal JUIPNIS UO|9S FUULIOJUOD 3P 34D
9%8'L = UOIBUIWEIUOD 8P XNE|
/@@ 11 €0zL 2p uojnueyos un Jed Jrijgad 11
/¥E 9p Uo|iuEya2 UN P UoHBUNWEUS : sBieyouns ep 1ess]

uo||nueys3 AU

[ (4aunsnl g) ajqesydde uou : [ ajqeanddy
(se|qisues sanjpwesed sa unod y aauod us ajuauiuad is sjqissod ajejuswiadya apnig)
(777} 82 L1 NOILYNINY.LNOD

ﬁ ‘aanesyiubis asuaspyip op sed ! 89'0=d
‘Sal1as XNap Sap senss| ggD L7 2p seuuskow sap
uosieJedwos ‘oquioD BAdL SS9} 0| Sind |-B412 | 1531 0L

Jnoead Ja|

‘a10adsal JUAPNIS UOJAS JJIULIOJUOD 3P 31gILD
%2z’ = UOTJBUILUBILOD 8p XNEeL
‘a0 L7 %E4 2P uojnueys? un Jed gad 11
94,81 9P UO|IUEYOS UN p uolEULEIUED : aBieyouns ap less3

uojjiueyaa Jau|

[ (4aunsn( g) ajqesydde uou : [] a|qeanddy
(sajqisuas sanawesed s} Jnod v sguod us ajuaunied i1s ajqissod ajejuswiadxe apnia)
(%) 802 L1 NOLLYNINVLNOD

HYINT3D

JID0ICNNWWILA
301AH3S

HITVLIGSOH
LNIWIAANOHD
NOAT
30 NHO-SININE

ajeaipsw a1bojoiq ap apoyjgw aun.p
(v @9110d) uonesyuaA ap adAy ayodi4

uoA7 ap sjia1) sedidsoy

(CC BY-NC-ND 2.0)




FIOOTONNNWI ¥N3LO3S

g ins pz abed

PUBSUY BP S| B] JSUILLISISD B LSS
safooydwA] ep uonelewNU Bl 8p usAow JB)NSe. NP UORIUOYL Us Suoinip Sep enbiydetb un

'SONEd Us suoljesuasuod salo) sep abessed snbeys sijus 9sijes. 1s8 yoeajq un
¥2/L ne uonn|ip = Q| #qnL -
Zl/Lneuonnip=geaqny -
9/} ne uohn|ip=gagqnj -
g/l neuohnip=/sqnj -
clgneuonnip=geqnl -
¢/Lneuonnip=gsqn) -
g/S ne uohnjip = aqny -
g/gneuohnip=gsqn] -
9/G neuohn|ip=gaqny -
ind = |sgn) -
10 SOINDY.I NS 8|gnop us uoiEeUSoUD anbeyd ap 8sA|BUE J8 SOAISSE00NS SuolN|ig

‘(1 9gnL) gvs ep wg suep joino np asliday

‘s104 Z 99)odal ajuepadald adeje sind jueabeulns np uoeuIwlg

‘wdigooz B uiwQl uonebnynuao sind X | S}UBH @p aWNjoA | suep uoinjiq

SOINgd So| Juswianas Ja1adnoal 18 se|n||@o s8] Jaledss unod [j0o14 ins sjodag

X SueH ap uonnjos aun Jed z; ne uoRn|ip & S}0|N2 S3p |00d

‘ewseld np uoneulwg sind syuaned ap suojiueys? +z ap (Bpog & uiug) uonebnyuan

BV EEEVETGENES e TR

(zpmioH,p 8qinoo ey 18oei] )
%0L > AD Un B 851008sE UONEHUBIU0D Sjijad snyd g) B puodsalioo uoneayuenb sp ey e
‘s10) anbeyo
g sauuadow aun j@ AD un J3Nojed soanod Jnod uonelusouos anbeyd ap sio) gL co;m._mEJZ
(v ®qny np z/). ne uolNp) /A0 'L L = 9 agnyL
(g @am np g/} ne uonnyp) /A0 LL =G8gnL -
(g @am np g/ ne uonnyp) TM/4Ad €2 =y eqnL -
(L ®am np z/|. ne uonnyp) I/4AD $€ = £ 8gnL -
(1L egm np g/z ne uonniip) pAD S =z @gnL -
Mpad 89 =1 egny -
: 8ugs ua uonnpip {(r/g9)
0D 17 ep uonesswnu a|gie} sun juejussaid (L/18£Z0910) Jusied uojueyos unp Jiued v

UOIESTUEND 5P 1wl

JLIFV3INIT 30 FdN3-H3dns
JLINM 13 NOILVDIHILNYND 34 31N 3d SIVSS3 S3d S3T102010dd T IXINNVY

IHIYINTI30

JID0TONNNWWIA
ELTNETS
LOINYIH o¥vNoa3
H3IMVLdSOH
LN3WIHNOHD
NOAT |
30 NHD-SININE T |

ajeaipaw a1bojoiq ap apoyjaw sunp
(v @9)10d) uoneayuaA ap adAy ayoi4

uoA] ap sjIAID) sDITISOL

vz 4ns gz abeyq

uou sjqissod

GOSSEZ

(CC BY-NC-ND 2.0)

‘(s1gei0819pUl =L ‘B|qI|IBLUI
£ ‘glo9iep sinolno} = |) appqelosleg
‘(suows gy nsal =Q|

uonosIep = g '919919p JUBWS|IVE) =

Jsuuop e s|qissodwi 1e)Nsal = g Joedwipnad = ¢ ‘je)nsal | Ins joedwi,p sed = |) sNARID

‘(Jusnbayy sa =(Q| juanbey =g juenbay nad = ¢ ‘uanbauy nad saJ) = |) asuanbaiy

o1 [ ] o1 T j2uuosiad np a2u212dwWod 3p uanUIEW 38 Adualadwo’)
FHAND,A NIYIN
0€ £ o1 T 3.NS3W 3P IPNULIBDULLP 3SNED
0€ I ot £ Ipoylaw el ap apwi
JAOHLIN
. | 9 T 532015 Sap U0NSE9
€ i € 2 UOIIESI|IIN, P SUOIIPUOD 18 UOIIBAIBSUOD
= } (smoeay) 13193LYIN
21 2 E I ‘@gnbiequa anbpewLioyu|
09 9 o1 B uolBUILIBILOD
0€ £ 01 i? SSALIZP SOP BIUB|[I2AING
(yuswadinba) 131H3LvIN
¢ T € I anaesado,|
no [2uglew 3| Jnod $3|B1USLWBULONAUD SaDUBBIX]
6 E € T 5410B9J S3P UONESIIIN,P 19 UOIIBAIBSUOD 3P SUBIYIPUC)
0g E o1 T SUO||IIUBYDP SBP UDIIBAIBSUOD 8P SUDIIPUOD
n3arniw
9 1 g | I S101[123 135UBIR4AI)|
o€ 1 o1 £ anbnAjeue Juswalies) Jueae aumeladwal 1a 182
9 T 9 T uo||1IIUBYDY,| P AWN|OA J3 3ineN
9 T 9 T SIUBURIUOD ap 3dAL
0g ot € T 1usied np uopesedaud
0s 9 01 T 2uLp|
NOTIILNYHD3

Tv10L |2ujige1ds12q | suneln | duanbaiy

10-100-2d-VNV-NIN 34Nd320¥d V1 34 TNI1vD 3d SINDISNOD S3d 103dSTH N3

S3ANOSIY s34

FHIVINTED
ID0TONNNWI IN3LD3S
AID0TONNWWNI,A
F0IAH3S
LOI¥¥3H advnoag
HINVLIdSOH
INIFWIdNOHD
NOA1
30 NHO-SININET

ASIHLIVIN V1 dN0Od FLIDILI-FD 3d 3T13HO3.1 3d 1NDTTVI 1 IXINNY

CQ\A‘H @mu m,_.._\{U MMUwaGI
a|esipoaw albojoiq ap apoyjaw aun,p oo

(v @9)10d) uoneayliaA ap adAy ayoi4 |




ANNEXE 2 : NUMERATION DES LYMPHOCYTES T EN VALEUR
ABSOLUE PAR LE CYTOMETRE EN FLUX AQUIOS CL

(Beckman Coulter)
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NUMERATION DES LYMPHOCYTES T EN VALEUR ABSOLUE PAR
LE CYTOMETRE EN FLUX AQUIOS CL (Beckman Coulter)

1 Objet

Ce document décrit les principes d’utilisation de ’'AQUIOS CL (Beckman Coulter) pour la numération
des lymphocytes T en valeur absolue.

2 Champs d’application

Cette procédure s’applique a I'analyse des lymphocytes T par les AQUIOS CL AY47058 (Aquios 1) et
AY39049 (Aquios 2) par le personnel du secteur d'Immunologie cellulaire utilisant ce systeme.

3 Responsabilités

La gestion de cette analyse est sous la responsabilité des Dr F. Poitevin-Later et C. Malcus, ainsi que
des techniciens et internes habilités.

4 Définitions et abréviations

CQl = Contrble de Qualité Interne

ECD = Electron Coupled Dye (= PE-Texas Red)
EV = Volume Electronique

FITC = IsoThioCyanate de Fluorescéine

FS = Diffusion axiale

GR = Globules Rouges

LIS = Laboratory Informatic System (= LPM, Laboratory Production Manager)
PC5 = Phycoérythrine couplé a la Cyanine 5

PE = Phycoérythrine

PMT = Tube photomultiplicateur

RD1 = Phycoérythrine

SS = Diffusion Latérale

5 Contenu

5.1 Présentation de TAQUIOS CL

L’AQUIOS CL permet l'identification et la mesure simultanées des pourcentages et des valeurs
absolues des populations de lymphocytes totaux, de lymphocytes T CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ et
du rapport CD4/CD8+.

Il indique également la numération des leucocytes, les populations CD3+CD4-CD8-, CD3+CD4+CD8+
et la différence entre les CD3+ et la somme des CD4+ et CD8+.
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5.1.1  Principaux composants de 'AQUIOS CL

1. Cytométre 3. gestionnaire d’alimentation
2. Station de travail permanente
4. Chariot d'alimentation

Figure 1. Composants de TAQUIOS CL

Maintenir la température de la piéece entre 18 € et 26 C. Pour tirer profit de performances
optimales, la température ambiante ne doit pas fluctuer plus de * 2,8 C lorsque le cytométre est
utilisé.

5.1.2 Principe de mesure

Le cytometre en flux AQUIOS CL est un systeme simple plateforme totalement automatisé qui permet
une numeération des lymphocytes T par analyse volumétrique, sans utilisation de billes calibrées.
L’AQUIOS CL peut effectuer des analyses multiparamétriques en utilisant un laser solide 488 nm,
quatre canaux de fluorescence (Fig.2), une détection de diffusion axiale (FS) et de diffusion
orthogonale (SS), ainsi que des mesures d’amplitudes volumétriques (EV = volume électronique).
Le panel d’anticorps monoclonaux Tetra-1 est composé de CD45-FITC / CD4-PE / CD8-ECD / CD3-
PC5.

Le détecteur de volume électronique mesure I'impédance électrique de la cellule. La cellule de mesure
est remplie de liquide de gaine conducteur et contient deux électrodes qui créent un Iéger courant a
travers I'ouverture de la cellule de mesure. Lorsqu’une cellule est aspirée dans le canal de la cellule
de mesure, le volume de la cellule déplace une quantité équivalente de solution électrolyte. Ce
volume est mesuré sous forme dimpulsions de tension et est appelé volume électronique. Les
mesures de volume électronique sont basées sur le principe Coulter.
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51.3

Réactifs

Réactifs Volume

AQUIOS Tetra-1 panel 50 tests par flacon
Liquide de gainage AQUIOS, IVD Cubitainer de 10 L
Agent de nettoyage AQUIOS, IVD Flacon de 500 mL

Solution d’hypochlorite de sodium

AQUIOS, IVD 4 flacons de 50 mL

Coffret de réactifs de lyse AQUIOS, IVD

Réactif de lyse A : 1 flacon de 38 mL
Réactif de lyse B : 1 flacon de 15 mL

Cellules IMMUNOTROL AQUIOS, IVD 2 flacons de 3 mL
Cellules IMMUNOTROL AQUIOS Low, IVD 2 flacons de 3 mL
Plateau de puits profonds AQUIOS, IVD Carton de 50 (plaque de 96 puits)

Tableau 1. Consommables de ’AQUIOS CL

Les réactifs AQUIOS utilisent une identité unique de flashcode pour le suivi de la date de péremption,
de la date de validité aprés ouverture, des numéros de lot et de contenant. La consommation de
réactifs et l'utilisation du plateau sont surveillées par le systteme pendant le traitement des
échantillons. Les mises a jour de nouveaux réactifs, de l'utilisation du plateau, de la disponibilité du
réactif et de son emplacement sont affichées aprés I'ouverture et la fermeture de la porte des
réactifs.

ATTENTION : Le suivi de la date de péremption et du délai d'utilisation des réactifs de gaine et des
flacons d’agent de nettoyage AQUIOS est manuel.

5.2

Mise en route de TAQUIOS CL

Allumer le cytométre.

Mettre en route le chariot d’alimentation.

Allumer la station de travail ; Se connecter a la session Windows en tant qu’AqUser (mdp =
aquser).

Ouvrir le logiciel de ’Aquios et s’identifier en tant qu’utilisateur.

Quvrir la porte des réactifs en appuyant une fois fermement sur la partie supérieure médiane
de la porte.

11! Attention a ne pas inverser les réactifs des 2 Aquios.

Sortir le carrousel dédié aux flacons d’anticorps du panel Tétra 1 AQUIOS du réfrigérateur.
Avant d’y placer un nouveau flacon d’anticorps, remplacer les bouchons d’expédition
(solides et non perforables) par les bouchons Septa fournis dans I'emballage du réactif. Les
bouchons Septa doivent étre manipulés avec soin pour éviter toute contamination.

Replacer le carrousel sur la plate-forme du compartiment des réactifs en faisant coincider les
deux encoches.

Enlever les bouchons des flacons de réactif de lyse A et B AQUIOS (ne pas les jeter) et les
placer sur le support de plateau dédié du compartiment des réactifs. Vérifiez que les
étiquettes flashcode soient bien tournées vers 'extérieur.

Ajouter 2 mL de solution d’hypochlorite de sodium AQUIOS & un tube de 12 x 75 mm et le
placer dans la position désignée sur le support de plateau.

Insérer un plateau de 96 puits profonds; veiller a ce que le puits A1 du plateau se trouve a
proximité de I'’emplacement A1 du support de plateau et que l'étiquette flashcode soit
tournée vers I'extérieur.

Fermer la porte des réactifs.

Sélectionner mdans la barre d’état.

Le message “Please ensure the non-piercable reagent caps have been removed or replaced
as instructed” s’affiche; cliquer sur -; le cycle de démarrage s’exécute.
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e La boite de dialogue Reagent Levels (Niveaux des réactifs) s’affiche (Fig 3):
- S’assurer que les niveaux de réactif correspondent au nombre d’échantillons a traiter.
Si nécessaire, des flacons supplémentaires de réactifs doivent étre ajoutés avant le
début du traitement de la charge de travail.
- Flacon d’anticorps Tétra 1 AQUIOS : 50 tests
- Réactif de lyse : 100 tests

Figure 3. Ecran de résumé des tests de niveaux des réactifs

5.3 Changement des réactifs

ATTENTION ! Les deux automates AQUIOS CL ne sont pas en réseau +++
= Les réactifs ne peuvent pas étre déplacés d’un appareil a I'autre
Ex : Si un flacon d’anticorps monoclonal a encore 10 tests restants sur I’Aquios 1 et qu'il est déplacé
vers I'Aquios 2, ce dernier pensera que le flacon est plein (50 tests restants dans le flacon) car il est
inconnu dans la base de données de cet automate, et continuera a aspirer dans ce flacon, méme s'il
est vide.

o Veiller a placer le carrousel d’anticorps monoclonaux sur son automate dédié ; se conférer a

I’étiquette du carrousel.
e Alouverture des réactifs de lyse, noter sur le flacon 'automate sur lequel il va étre disposé.

Pour vérifier la disponibilité des réactifs, sélectionnez _dans la barre d’état. L’écran de
résumé des tests de niveaux des réactifs s’affiche (Fig.3).

e Les réactifs suivants sont automatiquement lus une fois chargés sur 'automate :
- Panels d’anticorps monoclonaux AQUIOS
- Réactifs de lyse AQUIOS A etB
- Plateau de puits profonds AQUIOS
e Lire le flashcode lors du changement des réactifs suivants en appuyant sur @
- Liquide de gaine AQUIOS
- Agent de nettoyage AQUIOS

e Le tube d’hypochlorite de sodium ne nécessite pas de code-barres.

e Puis, pour tous les réactifs y compris liquide de gaine et agent de nettoyage, cliquer sur «
Open Reagent Door » (Ouvrir la porte des réactifs) dans la barre d’état et ouvrir la porte des
réactifs.

e Remplacer les réactifs.

e Fermez la porte des réactifs: les réactifs et plateau sont lus, les nouveaux flashcodes
scannés sont pris en compte dans la base de données de 'AQUIOS CL.
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e L|’écran « Reagent levels » apparait ; fermer et retourner a I'écran principal.

5.4 Controles de qualité internes (CQI)

Se conformer aux documents :
- HI-ANA-DE-008
- HI-ANA-DE-009
- HI-ANA-DE-010
- HI-ANA-DE-011
- HI-ANA-DE-023
- HI-ANA-DE-025

Il existe deux niveaux de CQl
¢ AQUIOS IMMUNO-TROL Cells (ref B23535)
e AQUIOS IMMUNO-TROL Low Cells (ref B25700)

Les CQl sont a passer 2 fois par jour: 1 niveau le matin avant de lancer la série d’échantillons
patient et le deuxiéme niveau a la fin de la journée, avant d’éteindre 'automate.

- L’ordre de passage des CQIl change chaque semaine

- Cf Planning de passage des CQl : HI-ANA-MT-025

Chaque flacon peut étre utilisé 15 fois (Tétra-1) avec le bouchon ; au-dela, il faut retirer le
bouchon et passer le CQI en manuel (5 fois de plus) sous peine de boucher 'aiguille d’aspiration par
des petits débris de caoutchouc provenant du bouchon.

=>» Bien noter la date d’ouverture sur le tube+++

Avant d’utiliser un nouveau lot de CQl, les informations reliée a ce numéro de lot doivent étre
enregistrées dans le systéme : scanner la feuille de résultat de contréle en appuyant sur

Passer un CQl :
e Amener le CQl a température ambiante, en I’agitant continuellement pendant 15 min
environ
Cliquer sur 'onglet « Requests »
La fenétre « Add request » s’ouvre ; cliquer sur le +
Sélectionner le test a réaliser dans Test
Cliquer sur I'icéne du code-barres dans Sample ID ; scanner le tube de CQl.
o Le niveau de CQlI et son lot s’affichent automatiquement.
e Cliquer sur OK puis charger la cassette sur 'automate
e Ranger les cassettes contenant les CQI au réfrigérateur

Le systeme vérifie automatiquement la stabilité électronique, fluidique et optique de I'instrument.

Les données de contrdle du réactif sont ajoutées aux graphes de Levey-Jennings des écrans CQ :
Résultats, instrument et dérive de l'instrument drift.

Un contréle de compensation est effectué automatiquement lors de I'analyse des réactifs de contrdle.
Les messages Compensation Passed (Succés de la compensation) ou Compensation Failed
(Echec de la compensation) s’affichent alors dans le champ Status (Etat) des résultats d’analyse de
contréle.

5.4.1 Onglet Results

Permet le suivi des modifications au fil du temps pour les valeurs absolues (cellules/uL) et les
pourcentages de cellules AQUIOS IMMUNO-TROL Cells et AQUIOS IMMUNO-TROL Low Cells.

Ces données refletent la précision et la stabilité de I'instrument au cours de la période spécifiée.

Ces résultats correspondent a ceux des valeurs rendues pour les patients.
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Figure 4. Onglet Résults de I'écran CQ

5.4.2 Onglet Instrument

Les graphes Levey-Jennings de I'écran Instrument conservent le suivi au fil du temps du quotient de
séparation des pics positifs et négatifs pour les résultats de CQl.

Le quotient de séparation (SQ) est un indicateur de la sensibilité relative et de la résolution. Il peut
étre utilisé comme un indice permettant de connaitre le niveau de séparation de deux populations
différentes

échantillons vs débris

lymphocytes vs monocytes

population CD3+ vs CD3-

etc...

t de séparation est élevé, meilleure est la séparation.

Plus le quotien
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Plage numérique Signification

3a10 Séparation excellente de sorte que plus de 99 % des points de données
des populations sent distincts.

0a3 Bonne séparation supérieure & 2 ET ; en d’autres termes, environ 95 %
des points de données des populations sont distincts.

0 Point auguel les populations des 2 ET se touchent ; environ 5 % des points
de données des populations se chevauchent.

3a0 Séparation modérée pour laquelle plus de 5 % des points de données des
populations se chevauchent.

<-3 Séparation médiocre qui s'aggrave en fonction de la diminution des
nombres.

Figure 3.10 Quotient de séparation = 4,7 (excellente séparation) Figure 3.12 Quotient de séparation = -0,79 (séparation modérée) Figure 3.13 Quotient de séparation = -4,7 (séparation médiocre)

Lympns Lymghs<Mones Lymghs-+Menas
% 100 200
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A
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Figure 5. Signification et illustration de différents quotients de séparation

Seuils d’acceptation du SQ :
- CD3 separation : > 3
- CD4 separation: > 3
- CDS8 separation : > 3
- CD45 Lymph/High SS Cells separation : Cf bornes définies pour chaque lot de CQl
- SS Lymph/High SS Cells separation : Cf bornes définies pour chaque lot de CQl
- FS Lymph/High SS Cells separation : Cf bornes définies pour chaque lot de CQl

5.4.3 Onglet Instrument drift

La dérive de linstrument représentent I'évolution de lintensité de la fluorescence sur une période
donnée. Elle est mesurée par la fluctuation de moyenne d’intensité de fluorescence (MFI, position du
pic sur I'axe) du pic positif de la population étudiée.

5.4.4 Validation des CQl
Cf Procédure de validation des CQIl : HI-ANA-MT-023

RQ : on peut imprimer, créer un pdf ou exporter en format csv les résultats de CQl.

5.5 Analyse des échantillons

5.5.1 Avant chargement des échantillons

e Conserver les échantillons dans les tubes de prélevement sanguin a température ambiante,
soit entre 18 T et 26 T. Ne pas réfrigérer les échantillons.
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5.5.2

S’assurer que chaque échantillon de sang total soit analysé dans les 24 heures suivant le
prélevement. Si I'échantillon a été prélevé depuis plus de 24 heures, le rejeter.

Aprés enregistrement de la demande d’analyse, coller sur le tube de prélévement sanguin une
étiquette a code-barres:

- Vérifier la concordance de lidentité patient entre I'étiquette PASTEL et
I'étiquette d’analyse +++

- Choisir I'étiquette a code-barres sur laquelle figure la liste des analyses a effectuer :

MAUVE TOT 5

HCD3CD4CD8
LYT LYB NK PEDI...

S’assurer que chaque tube d’échantillon de patient a charger soit conforme au volume
minimum d’exécution.

Taille du tube d’échantillon Volume minimum
13 x 75 mm 650 pL
13 x 100 mm 650HL

16 x 100 mm 1000 pL
10,25 x 50 mm 650 pL

Sarstedt 1,7 mL 650 pL

Tableau 2. Volume sanguin minimum requis par tube d’échantillon

Avant de lancer une analyse et donc de charger les tubes sur TAQUIOS CL, les résultats des
CQl doivent avoir été vérifiées et validés.

Chargement des tubes

Les tubes d’échantillons peuvent étre chargés dans des cassettes qui sont prises en charge par
'autochargeur ou dans le chargeur a tube unique.

Le chargeur a tube unigue fonctionne comme un chargeur d’échantillons urgents. L’échantillon
chargé sur le chargeur a tube unique est traité avant les tubes d’échantillon chargés dans la
cassette de I'autochargeur.
Les microtubes pédiatriques sont a charger sur le chargeur a tube unique.
Les CQl au-dela de 15 passages sont a charger sur le chargeur a tube unique.

- Bien agiter le tube de prélévement avant chargement.

- Appuyer sur I'onglet f@

- Le message « Please press on the single tube door, and then wait for the system to
release it » apparait ; Appuyer sur la porte du chargeur a tube unique et attendre que
l'automate la libére.

- Lafenétre « Sample Information » apparait

= SiI'échantillon n’a pas de code-barres, il peut étre identifier manuellement par
« Sample ID » ; sinon, scanner le code-barres.
= Sélectionner Tétra-1 dans Test
- Les tubes peuvent étre chargés avec le bouchon si celui-ci est perforable, sinon
penser a enlever le bouchon+++

Les échantillons chargés dans une cassette sur 'autochargeur nécessitent un code-barres.
L’autochargeur a une capacité de chargement en continu pouvant atteindre 40 échantillons a
la fois, soit 8 cassettes. Les échantillons sont traités automatiquement selon la position de la
cassette, de bas en haut, et selon la position de I'’échantillon dans la cassette, de 1 a 5.
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Charger la cassette en mettant le flashcode vers le fond et le bouchon du tube vers soi.

5.5.3 Processus analytique

PREPARATION INCUBATION LYSE ANALYSE

1. L'utilisateur charge 1. Quinze minutes 1. Le REACTIF DELYSE Aest | 1. La solution est
I'échantillon?, environ, ajouté dans le puits. mélangée.

2. Le SANG est mélangé et 2. Llasolution est mélangée. | 2. L'échantillon est aspiré.
aspiré du tube de 3. Le REACTIF DELYSE Best | 3. L'échantillon est
prélévement, ajouté dans le puits. analysé.

3, Le SANG est distribué dans 4, La solution est mélangée.
un puits de plateau de
microtitration.

4, L'ANTICORPS est ajouté
dans le puits.

5. Lasolution est mélangée,

Tableau 3. Processus analytique

Les demandes d’analyse sont consultables dans 'onglet Requests de I’écran d’analyse (Fig.6) ; a
cette étape, les demandes peuvent étre modifiées, dupliquées ou supprimées.

Aprés chargement de I'échantillon :
e 140uL de sang du tube de prélevement sont aspirés.
e Puis, 43 pL de sang total sont déposés dans un puit de la plaque et colorés avec 13 L de
réactif d’anticorps monoclonaux du panel Tetra-1.
e Incubation de 15 min.
e Le sang estlysé a l'aide de 335 pL de réactif de lyse A, mélangé, puis de 100 pyL de réactif de
lyse B
e Incubation de 2 min avec la lyse
e Analyse de I'échantillon
Le temps entre le chargement d’'un échantillon de sang et le résultat pour le premier échantillon est
d’environ 20 minutes. Les résultats d’échantillon suivants sont rapportés toutes les deux minutes
environ.

L’onglet Running de I’écran d’analyse (Fig. 6) suit les échantillons en cours de traitement par le
cytométre. Le processus analytique de I'échantillon s’affiche a I'écran (Run Status) alors que
'échantillon passe d’'une étape a l'autre. La partie Details de I'écran permet de visualiser les

spécificités de chaque étape, notamment le minutage.
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ype Test Mame Run Status Start Date/Time

= Tima until Lyse Bogins: 13:28
7L 7405089 Centrol 10/3/20E3 S A8 AN Run: 2: I well: D6
~-=ineubati

Figure 6. Ecran d’analyse

5.5.4 Analyses incomplétes

Dans l'onglet Incomplete de I’écran d’analyse (Fig. 6) apparaissent les échantillons ayant
rencontré des problémes :
e User interruption (Interruption par I'utilisateur) : un échantillon a été annulé par un utilisateur

sur 'écran d’analyse

e No barcode (Aucun code-barres) : détection d’un tube/cassette dont le code-barres est
manquant, mal placé ou endommagé

e No request (Aucune demande) : un tube avec code-barres n’ayant pas fait I'objet d’'une
demande d’analyse a été détecté dans une cassette tandis que le paramétre de Test par
défaut est désactivé

e [nsufficient reagents (Quantité insuffisante de réactifs) : impossible d’effectuer I'analyse d’'un
échantillon, car la quantité de réactifs requis est insuffisante

e System Stopped (Systeme a I'arrét) : le systeme s’est arrété en raison d’une erreur.

e Duplicate Sample ID (ID d’échantillon en double) : une demande de test LIS avec un ID
d’échantillon identique (mais des informations sur le patient différentes) est regue.

e Panne de courant : les tubes en cours de traitement peuvent également apparaitre sur I'écran
des analyses incomplétes.

5.5.5 Révisions des données

L’écran Review de I’écran d’analyse (Fig. 7) affiche les analyses d’échantillons déja effectuées et en
attente d’examen ou de transmission.
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3. Zone d'informations relatives aux ID échantillon 6. Affichage des graphiques sélectionné
et aux analyses 7. Boite a outils

4, Zone du tableau de résuitats

Figure 7. Ecran de révisions des données

Quatre options de graphiques prédéfinies sont disponibles: histogrammes, graphes
biparamétriques, détails ou résultats. Ces écrans permettent d’examiner ou de modifier les régions,
les contours d’intérét et les informations relatives a la compensation ou aux patients et d’enregistrer
les modifications avant la transmission des résultats au SIL.

Alarmes et notifications :

Tout test qui a généré une ou plusieurs ou a été examiné et au préalable, mais
pas publié, est surligné en

Tout test qui a généré une ou plusieurs alarmes est surligné en rouge.

Les échantillons non surlignés ne comportent ni alarme ni notification.

Cf Annexe 1 « Prise en charge des résultats avec Alarme » et Annexe 2 « Prise en charge des
résultats avec Notification ».

La boite a outils

Enregistrer le résultat

Rejeter, valider au format Imd, csv ou Modifier les gates
techniquement en crd (spécifique de et compensations
envoyant a LPM ou I’Aquios) du résultat

contréler un résultat \ ,\
Enregistrer les

Informations sur les . egistr
- e} —> difications d
réactifs de I'analyse de < & .{ﬁ — J-’\-— » E{ IZ H modifications du

résultat
I'échantillon / / \

Imprimer les ) Historique des
résultats ] Enregistrer le modifications du
résultat au format résultat
pdf
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Stratégie de gating

- Un graphe biparamétrique FS/SS définit la région « Cells » (Fig.8A) : exclusion des débris
cellulaires ; ce sont tous les éléments dont le signal en FS est supérieur au discriminant et/ou le

signal de CD45 est supérieur au discriminant.
- Apartir de Cells :

o Région « Lymphs EV » sur le graphe biparamétrique EV/SS (Fig. 8B)
o Région « Lymphs 45 » sur le graphe biparamétrique SS/CD45 (Fig. 8C)

= La pureté des lymphocytes est définie par la région Lymphs :
Lymphs EV ET Lymphs 45

= Le recouvrement des lymphocytes est défini par la région Lymphs all :
Lymphs EV OU Lymphs 45

ERWEHR : les cellules sont considérées comme des
lymphocytes si elles appartiennent a la fois aux
2 régions Lymphs EV et Lymphs 45
= Pureté +++ car les monocytes seront
exclus par une des deux régions
= Par contre, on perd des lymphocytes qui ne
seraient que dans une seule des deux
régions = mauvais recouvrement

Les cellules sont considérées comme des
lymphocytes si elles sont présentes dans au
moins une des régions Lymphs EV ou Lymphs
45
= Recouvrement +++ car on ne perd
aucun lymphocyte
= Par contre, la pureté est beaucoup
moins bonne car des monocytes par ex
peuvent avoir été inclus dans l'un ou
lautre des régions et seront comptés
comme lymphocytes

- A partir de la région Lymphs all (recouvrement), on définit les lymphocytes CD3+ (graphe
monoparamétrique CD3, Fig 8D) appelée CD3+ all
- A partir des Lymphocytes CD3+ all, un graphe biparamétrique CD4/CD8 sert a définir les LT

CD4+ et LT CD8+ (Fig 8E)

A ungated B cells

C cells

rﬁ' o » i f.i.muhs F\'- : OU
D ¢ E
Lymphs all cD3 all
. LT CD4+
¥ . CD3 all
[I
| — | o |[®
| Y S—
E-. g ’ k. LT CD8+
Figure 8. Stratégie de gating
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Les lymphocytes T double positifs CD4+CD8+ sont visibles dans le quadrant en haut a droite
du graphe biparamétrique CD4/CD8
Les lymphocytes T double négatifs CD4-CD8- sont visibles dans le quadrant en bas a gauche
du graphe biparamétrique CD4/CD8
o Le pourcentage et la numération de ces deux sous-populations lymphocytaires T sont
consultables dans I'écran Review :
= Cliquer surle O a droite de « Comments »

| Test: Tetrat
Collect Date:

Les cellules CD45+ sont définies dans I'histogramme CD45 monoparamétrique : CD45Pos
o Ceci permet d’exclure les globules rouges mal lysés qui sont CD45 négatifs
o ! Peut entrainer I'exclusion d’éléments CD45 faibles du compte de leucocytes et de
lymphocytes : LLC, blastes, efc...

Al Uata Founts

Le compte de lymphocytes totaux est une valeur reconstituée :
o A partirde CD3+ All : TOUS les LT CD3+ (car issus de Lymphs all)
o A partir de CD3- : les LB et NK issus de Lymphs
o Pour récupérer les LB et NK qui n’aurait pas été compté dans CD3- :
= A partir de CD3- all ET CD45Pos, un graphe SS/FS est réalisé
= La région CD45Pos (issue de all data points) contient: Lymphocytes +
Monocytes + quelques Polynucléaires
= La région CD3- all (issue de Lymphs all) contient: LB, NK et quelques
monocytes
= Les PNN sont exclus part la condition ET car ils ne sont pas
présents dans CD3- all
= Dans la nouvelle fenétre CD3- Capture, les monocytes sont
exclus par critére de taille (FS plus élevé). Cette fenétre permet
de réintégrer des lymphocytes CD3- qui ont été exclus du
comptage brut

1000

800

200 EEEJJ rmn ------
------------ -;,--E--;xf 800 00C
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o Au final, Lymphocytes Totaux = CD3+All OU CD3- OU CD3-Capture

- Le compte des leucocytes
o Sur le graphe biparamétrique SS/CD45, issu de la région Cells (Fig 9)
o =L45/HSS OU M45/HSS OU M45/MSS OU H45/LSS OU L45/LSS

L45/HSS = PNN
- ihlllb.m Cells ' / M45/HSS = PNE

M45/MSS = Monocytes

Figure 9. Total des CD45+

RQ : Tous les résultats en pourcentage sont issus de calculs par rapport aux Lymphocytes
Totaux ; seuls les valeurs absolues (VA) des différentes populations sont mesurées par le cytometre.

- % Lymphocytes CD3+ = (VA CD3+ / VA Lymphs Total) x 100

- %LT CD4+ = (VA LT CD4+ / Lymphs Total) x 100

- %LT CD8+ = (VA LT CD8+ / Lymphs Total) x 100

Validation technique des résultats :
Se conformer a procédure de validation HI-PostA-IT-002

- Les régions peuvent étre modifiées si besoin en appuyant sur le bouton g
- On peut ajouter un commentaire dans « Comments »
- Apres avoir modifié les régions, accepter les modifications puis les enregistrer en appuyant

sur | I

- Imprimer si besoin les rapports de résultats (Annexe 3)
- Envoyer les résultats par LIS en cliquant sur I'onglet f

Compte tenu des éléments de conditionnement décrits ci-dessus, dés que la valeur des lymphocytes
totaux comporte la moindre incertitude, il conviendra de refaire I'analyse avec une autre technique
(cas des trés mauvaises lyses, ou des populations de CDA45 faibles importantes)

Exporter des résultats sous forme de tableau Excel :
Dans I'onglet Result :
- Search
o Rechercher le résultat par Sample ID ou Patient name (Fig. 10A)
o Dans Test, sélectionner « Tétra 1 »
- Cliquer sur l'icéne @ pour voir tous les résultats
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- Supprimer les lignes non désirées en surlignant la ligne et en cliquant sur

- Choisir les parametres d’intérét a exporter (fig. 10B) S
o Fields - cocher les paramétres désirés > OK

- Sélectionner toutes les lignes par le clavier Ctrl + A et les copier Ctrl + C

- Retourner sous Windows en appuyant sur la touche @
- Ouvrir Excel
- Coller les résultats Ctrl + V

TN

Sample ID:

Patient ID:
Gov. ID:
Patient Name:

Test:

Select Test
Tetra 1
Tetra 2+
Tetra Combo

Append to Current Search
I QC Results
Reviewed Only

.
\ More
\

Figure 10. Menu Search dans onglet Result
(A) Identification du résultat a consulter; (B) Sélection des parametres d’intéret

5.6 Maintenances

5.6.1 Onglet Maint.

C’est le journal de TAQUIOS CL.
On peut y ajouter des commentaires en cliquant sur +
A chaque incident, mentionner un commentaire résumant I'incident et les mesures prises +++

5.6.2 Procédures de nettoyage

Station de nettoyage (1 fois par jour)

e Ouuvrir la porte de chargement des réactifs.

e Humidifier un coton-tige de solution d’hypochlorite de sodium AQUIOS.

o Essuyez la partie ouverte en acier inoxydable de la station de nettoyage, y compris le puits et
le bord.

o Utilisez un coton-tige propre pour enlever tout excés de solution d’hypochlorite de sodium
AQUIOS.

o Fermez la porte des réactifs.

Lecteurs de code-barres (1 fois par semaine)
e Essuyez délicatement les fenétres des lecteurs de codes-barres avec un tissu doux et non
pelucheux.
o Lecteur de code-barres extérieur et intérieur +++
ATTENTION : Ne pas utiliser d’autres produits de nettoyage, notamment eau de Javel, pouvant étre
trop abrasifs ou corrosifs et risquer d’endommager la fenétre du lecteur de codes-barres.

Appareil AQUIOS CL
e 1 fois par jour, vérifiez qu’il n’y a pas de déversements au niveau du plateau de débordement
de la station de nettoyage pendant I'entretien de routine.
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e 1 fois par semaine, a laide d’un chiffon humide, nettoyez les surfaces extérieures de
l'instrument.

5.6.3 Maintenance semestrielle

Analyse gravimétrique
BUT : Vérifier la performance de I'analyseur et des préparations en seringue.
Matériel nécessaire :

- Support de 40 tubes

- Flacon d’analyse gravimétrique vide

- Eau désionisée

- Balance

—

e Sélectionner u situé sur le coté droit de I'’écran principal.

e Sélectionner : un message s’affiche «The software will need to be restarted once
the Gravimetrics screen is available. Are you sure you want to continue Gravimetrics? (Le
logiciel doit étre redémarré dés que I'écran Analyses gravimétriques est disponible. Etes-vous
sar(e) de vouloir poursuivre I'analyse gravimétrique ?)» ; Sélectionner Yes.

Syringe Gravimetrics

Reagent Door Unlecked Analyzar Synings Prep Syrings
Row A Raw it

m Edae £ et ce e e e
i

Tao perform gravimeincs, pleass
Ia9el 16 12455 tibes with A1
fiough B3 Weigh aash whe
and rezord the weights on this
screen. Place the tubes ina 40
tube rack. Place the rack on the
ayatem Nexi place abolli= full et .
Dl waitey in the 1eagent locatian
nex fo AT Then closs the Boe D snort Torgel 1 Zigrame) Pt D from Tangat i 4 grame]
reagent door. and press perform

gravimetrics After the routna g Tl 1 P (o 25, LV TS
oomplsies weigh tha Wbes

Heugrd the weights on this
scieen and then press calculate

results. Save the results ©0 log AT 4
e in the Spstem (o o S =

Figure 11. Ecran « Analyse gravimétrique des seringues »

e Se procurer 16 tubes de 12 x 55 mm et les marquer de la mention A1-A8, B1-B8 a l'aide

d’'un marqueur permanent, avant de les placer dans un support de 40 tubes prévu a cet effet
- 2lignes de 8 tubes chacune, 1 pour la seringue préparatrice et 1 pour la seringue
d’analyse

e Peserles 16 tubes vides.

e Saisir le poids du tube A-1 vide sur I'écran Syringe Gravimetrics, dans la colonne Before, a
c6té du numéro de tube respectif (Fig.11). Faire de méme pour les 15 autres tubes.

e Ouvrir la porte des réactifs. Si un plateau de 96 puits est installé, retirer le plateau et insérer
celui de 40 tubes. Retirer et reboucher tous les tubes de réactifs présents sur le systeme.

e Remplir un flacon gravimétrique vide d’eau désionisée et placer le flacon a 'emplacement
réservé au réactif, a coté du tube A1, comme indiqué sur la Fig.12

e Placer les tubes préalablement pesés dans un support de 40 tubes installé sur le chargeur de
plateau qui se trouve a l'intérieur de l'instrument (Fig.12) et fermer la porte de chargement des
réactifs.
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Figure 12. Disposition des tubes et du flacon d’eau désionisée pour 'analyse gravimétrique
des seringues

e Sélectionner E le systéme exécutera le cycle gravimétrique, en aspirant et distribuant
de I'eau désionisée dans les tubes correspondants.
Cette étape dure environ 12min.

e Lorsque le cycle est terminé, le systéeme en avertit l'utilisateur a I'aide du message suivant :
« Gravimetrics complete. Please weigh for after values. Record the values and calculate
results. (Analyse gravimétrique terminée. Veuillez peser les tubes pour obtenir les valeurs
résultantes.Enregistrer les valeurs, puis calculer les résultats.) Sélectionner OK.

e Récupérer le support contenant les 40 tubes de I'automate.

e Peser chacun des tubes contenant de I'eau désionisée, puis enregistrer son poids sur I'écran
Syringe gravimetrics (Fig.11), dans la colonne After située a cété du numéro de tube
correspondant.

e Sélectionner E

e Le systéme calculera les résultats et indiquera si la procédure a réussi ou échoué.
e Faire un print écran des résultats.
- Si la procédure a échoué, réitérer le test gravimétrique. Si le probléme persiste,
contactez le représentant Beckman Coulter.
- Siles résultats ont satisfait aux critéres, sélectionner pour enregistrer les
résultats dans le registre de maintenance du systéme.
e Le systeme fermera alors le logiciel ; Ouvrir une nouvelle session pour continuer a travailler
sur ’AQUIOS CL.

5.6.4 Maintenance annuelle

Elle est réalisée par Beckman Coulter dans le cadre du contrat de maintenance a l'issue de la
garantie.

Cas particulier du remplacement du filtre & déchets en ligne (fig. 13)
Il est @ changer sans attendre la maintenance annuelle si nécessaire en cas de bouchage.

Figure 13. Filtre a déchets en ligne
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5.7 Arrét de 'TAQUIOS CL

Assurez-vous qu'’il y ait au moins 2 mL de solution d’hypochlorite de sodium dans
le tube de 12 x 75 mm et un puit disponible avant d’effectuer un arrét.

Sélectionnez '_‘ dans la barre d’état.

Si des échantillons sont en cours d’analyse, le message « Samples are running. Do
you want to shut down when they are finished? (Les échantillons sont en cours
d’analyse. Souhaitez-vous arréter le systeme une fois I'analyse terminée ?)»
apparait. Sinon, le message « Do you want to shut the system down? (Voulez-vous
arréter le systeme?) » apparait. Dans les deux cas, sélectionner YES.

Lorsque le cycle de pause/arrét est terminé, le message « Please remove all reagents
from the system and store as per labeling instructions (Veuillez supprimer tous les
réactifs du systéme, conformément aux instructions d’étiquetage) » s’affiche. Retirer
les réactifs.

Retirer le carrousel avec les réactifs du panel d’anticorps et conserver le a la verticale
dans le réfrigérateur.

Enlever les flacons de réactifs de lyse de I'appareil et remettre les bouchons respectifs
sur chaque réactif. Ne pas mélanger les bouchons de réactifs de lyse A et de lyse
B.

Jeter le tube de solution d’hypochlorite de sodium.

Jeter le plateau de puits profonds s’il ne reste plus de puits disponibles pour le
lendemain, ou systématiquement le samedi midi.

Sélectionner@ pour fermer le loqiciel et retourner a I'écran principal de Windows.
Le message « Exit, are you sure iche. Sélectionner

Couper le courant du chariot d’alimentation.

Mettre le cytométre hors tension.

Eteindre la station de travail.

Changer le réservoir a déchets sur le chariot d’alimentation ; ajoutez de I'eau de
Javel (80 mL de solution de 2,6 % d’hypochlorite de sodium — chlore disponible par
litre de déchet) au bidon plein et laisser agir une nuit avant de vider les effluents
dans I'évier.

Nettoyer la station de lavage et les lecteurs de code-barres (Cf 5.6.2)

RQ : il existe une procédure d’arrét prolongé chaque fois que le cytomeétre n’est pas utilisé pendant

plus de 7j.

Cf Chapitre 7 du Manuel d'utilisation de ’'AQUIOS CL (Référence B44245AB)

5.8 Procédures de dépannage

Cf Chapitre 9 du Manuel d'utilisation de '’'AQUIOS CL (Référence B44245AB)

Pour appeler le Service client Hotline Beckman Coulter : 0825 950 950

N°instance

hematoflowservice@beckman.com

AQUIOS CL AY47058 (n™1) :18397226
AQUIOS CL AY39049 (n2) : 16573213
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6 Classement et archivage

Les résultats papier (« Prints ») et sauvegardes informatiques sont archivés selon les consignes
du document MU-INFO-DE-005 et HI-INFO-DE-001

L’organisation et la fréquence des back-up et des archivages est consignée dans le document Hi-
INFO-DE-007-01 « Organisation des sauvegardes et archives des données des AQUIOS CL ».
- Le back-up est une copie des données disponibles sur TAQUIOS CL
- L’archivage supprime les données sur TAQUIOS CL et les copie dans un dossier prévu a cet
effet
Les données sont enregistrées en format CRD spécifique de ’TAQUIOS CL.

Pour procéder a I'archivage et au back-up, il faut :

- Sélectionner 'onglet Setup de I'écran principal
- Puis I'écran Archive/lmport ou Backup/Restore

S e g

l
1
INRER

[ e

Archive/Import :
- Spécifier le réseau ou dossier ou archiver les données en cliquant sur la loupe de « Auto-
archive path (Chemin d’accés a 'autoarchivage) »
- Saisir la période a archiver dans « Archive Data From... To... (Archiver les données de... a...) »
- Puis cliquer sur le bouton « Archive »

- Pour importer des fichiers ultérieurement archivés dans la base de données de 'AQUIOS CL,
cliquer sur la loupe de « File to Import » pour sélectionner le fichier CDR

Backup/restore :
- Spécifier le réseau ou dossier ou copier les données en cliquant sur la loupe de « Backup Path
(Chemin d’accés a la sauvegarde) »
= ATTENTION Le nom du fichier de sauvegarde ne peut étre modifié. Si vous modifiez son
nom, le systéme ne pourra plus restaurer le fichier de sauvegarde.
- Puis cliquer sur le bouton « Backup now »

7 Documents de références

- Guide d'utilisation du cytometre en flux AQUIOS CL : ref B44245AB
- Guide du logiciel du systéme AQUIOS Tétra : ref B44253AB
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Annexe 1. Prise en charge des résultats avec Alarme

Alarme Definition Action recommandee pour I'utilisateur
Insufficient Lysing (Lyse Trop de globules rouges 1. Assurez-vous que le volume de réactif de lyse est
insuffisante) mesurés dans I'échantillon. suffisant.

2. Rejetez et refaites une demande dans le menu Review
Options (Options de révision).

3. Sile probleme persiste, changez le coffret de réactif de
lyse.

4. Sile probléme persiste, contactez votre représentant
Beckman Coulter local.

Insufficient Lymphs Nombre de lymphocytes 1. Controlez les résultats de |'échantillon sur I'écran

(Lymphocytes mesuré trop faible. Review (Révision). Cette alarme peut étre liée a un

insuffisants) donneur ou réglée en réajustant manuellement le
fenétrage.

2. Sila condition affecte les résultats, sélectionnez
Reject, Re-Request (Rejeter, refaire une demande) a
partir du menu Review Options (Options de révision).

3. Sile probleme persiste sur différents échantillons,
contactez votre représentant Beckman Coulter local.

No Events (Aucun Nombre de points de données | 1. Exécutez un cycle de nettoyage a |'eau de Javel.
evenement) dans I'échantillon insuffisant. | 2, Rejetez et refaites une demande dans le menu Review
Options (Options de révision).
3. Sile probleme persiste, contactez votre représentant
Beckman Coulter local.
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Annexe 2. Prise en charge des résultats avec Notification

Alarme

Action recommandee pour |'utilisateur

Under Lysed {Sous-lyse)

Nombre important de
globules rouges mesuré dans
I'&chantillon.

1.

Tous les globules rouges peuvent ne pas étre lysés
dans les conditiors suivantes : présence de globules
rouges nucléés, concentration protéigue anomale ou
hémoglobinopathies. Une sous-lyse plus importante
est également observée pour des contréles ou des
échantillons analysés & la limite inférieure de la plage
de température ambiante. L utilisation de CD45S en
tant que condition de cortour d'intérét des
lymphocytes permet de s'assurer gue les RBC
(globules rouges), en tant gu'événements

négatifs CD45, ne sont pas inclus dans le contour
d'intérét des lymphocytes (voir les Figure 5.19 et
Figure 5.20).

. Assurez-vous que l'intégrité du cortour d'intérét des

lymphocytes sur I"affichage EV est préservée,

. Sila condition excide la performance attendue ou

affecte |'intégrité du contour d'intérét des

ly mphocytes sur 'affichage BV, sélectionnez alors
Reject, Re-Request (Rejeter, refaire ure demande) &
partir du menu Review Options (Options de révision).

. Sile probléme persiste sur différents échantillons,

contactez votre représentant Beckman Coulter local.

Potential sample or gating
issue (Probleme eventuel
d'échantillon ou de
fenetrage)

Possibilité de mauvais
placement de la porte ou
d'anomalie d'échantillon
pouvant avoir une incdence
sur les resultats.

Cette notification peut étre déclenchée par plusieurs
conditions

%

Examinez |a diffraction lumineuse et les schémas de
I'EV! Si la diffraction lumineuse oules schémas de I'EV
sont perturbés, rejetez I'échantillon et refaites une
demande. Voir les Figure 5.21, Figure 5.22 et

Figure 5.23.

Revoyez |es limites des contours d'intérét et des
régions ; pour ajuster les régions, voir Modification des
régions d’'un échantilion & examiner.

. Revoyez |les contriles de fiabilité du CQ ; pour vérifier

les contréles de fiabilité, voir Contriles analytiques de
la fiabilite.

. Revoyez la compensation de I'échanitillon pour vérifier

la compensation. Reglage manuel de la compensation
seulement si le probleme apparait sur différents
échantillons,

. Sile probleme persiste sur différents échantillors,

contactez votre représentant Beckman Coulter local.

Low CD8 Positives (CD8
positifs bas)

La région des CDB pesitifs

comporte peu d'événements.

. Controlez les résultats de I'échantillon sur I'écran

Review (Révision). Cette notification peut &tre lige a un
donneur ou réglée en réajustant manuellement le
fenétrage.

. Sil'étape 1ne résout pas la condition, sélectionnez

alors Reject, Re-Request (Rejeter, refaire une
demande) & partir du menu Review Options (Options
de révision).

. 5i le probléme persiste sur différents échantillons,

contactez votre représentant Beckman Coulter local.

Low CD3 Positives (CD3
positifs bas)

La région des CD3 positifs

comporte peu d'événements.

. Contrélez les résultats de I'échantillon sur I'écran

Review (Révision). Cette netification peut étre lide & un
donneur ou réglée en réajustant manuellement le
fenétrage.

. 5il'étape 1ne résout pas la condition, sélectionnez

alors Reject, Re-Request (Rejeter, refaire une
demande) & partir du menu Review Options (Options
de révision).

. Sile probléme persiste sur différenits échantillons,

contactez votre représentant Beckman Coulter local.

Low CD3 Negatives (CD3
négatifs bas)

La région des CD3 negatifs

comporte peu d'événements.

. Controlez les résultats de I'échantillon sur I'écran

Review (Révision). Cette notification peut étre liée & un
donneur ou réglée en réajustant manuellement le
fenétrage.

. Sil'étape 1 ne résout pas la condition, sélectionnez

alors Reject, Re-Request (Rejeter, refaire une
demande) a partir du menu Review Options (Options
de révision .

. Si le probléme persiste sur différents échantillons,

contactez votre représentant Beckman Coulter local.
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Annexe 3. Rapports des résultats

A) En mode « Détails »

‘Gample IE= BO33EIT20T1 Tast: Tatra 1 v 16
Aun Date: 02 Dci 2013 14:16:07 Analysis Data: 02 Dci 2013 14:16:07
Usarn Admin Collect Date:
Specimen Typs: Blond Contrai Patiant Name: AQUIOS IMMUND-TROL Calls
Patiant 1D: Lot: 75B7052 Gov. ID:
Status: Compensation Passed Location:
Gandar: Date Of Birth:
Prysician: Physician Code:
insfrument Serial 8  CR312015
Fun Flags:
Run Notifications:
Comments:
Lha ﬂ_l'
1o e
f T
) y. B0 | 100
Result [Action Range
CD3= (T Cells) Parcant 64.00%-82.00%
D8+ (T Cells) Countiul 828.1,148
CD3+/CD4+ {Helper T Cells) Percent 37.00%-55.00%
CD3+/CD4+ {Halpar T Cells) Countiul .389-719
CD3+/CD3+ {Suppressor T Gelis) Percant 18.00%-30.00%
CD2+/CD8+ (Supprassar T Cells) Countiul 477413
CD4:CDE Ratio
*CD3+ Heliability Chack

B) En mode « Graphes biparamétriques »

Sample 1D: 89338172071

Hun Date: 02 Oct 2013 14:16:07
User: Admin

Specimen Type: Blood Control
Patient D: Lot: 7687052

Status: Compensation Passed
Gender:

Physician:

Instrument Serial #: CR3t2015

Run Flags:

Run Notifications:

Comments:

08

Test:

Analysis Date:
Collect Date:
Patiznt Name:
Gov. ID:
Location:

Date OF Birth:
Phiysician Cade:

Lymars

Tetra 1 v0.18
02 Oct 2013 14:16:07

AQUIOS IMMUNO-TROL Cells

Lymars

. "
A T
Wi de W o I

Result lFfag [Normal Range IActiun Range
CD3+ (T Cells) Parcent 71.20% 64.00%-82.00%
CD3= (T Gells) Countul 79 628-1.148
CD3</CD4+ (Helper T Cells) Percent 45.65% 37.00%-55.00%
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CONTROLE DE QUALITE DE L’IMMUNOCELLULAIRE

1 Objet
Décrire toutes les dispositions qui concernent la gestion des controles de qualité au
laboratoire d'immunologie de I'hépital Edouard Herriot dans le secteur d’Immunologie
Cellulaire.

Une liste des analyses suivies par ClQ et/ou EEQ est disponible dans le document HI-ANA-
DE-008

2 Champs d’application
Les techniciens, les biologistes responsables et les biologistes valideurs, les internes.

3 Responsabilités

Conformément au document MU-ANA-PG-005 et 006, CIQ et EEQ sont sous la
responsabilité de FPL et CM

4 Définitions et abréviations
4.1 Définitions
4.2 Abréviations

DS : déviation standard ou écart type

CQ : contrOle de qualité

BR : biologiste responsable

CMF : Cytométrie en flux

CV : Coefficient de variation

HST : Histogramme

LPM : Laboratory Production Manager (connexion entre les appareils et le SIL)
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5.1 Contréle DE QUALITE INTERNE (CIQ)
5.1.1 Intéréts et objectifs

Le CIQ en Immunologie cellulaire ne concerne que la cytométrie en flux (CMF), dans
la mesure ou de nombreux examens de ce secteur sont trés spécialisés et ne peuvent étre
surveillés d’une part par des spécimens de contrdle du commerce (non disponibles) et
d’autre part par des échantillons élaborés localement (travail sur cellules fraiches qu’il n’est
pas possible de conserver pour une utilisation quotidienne).

Les CIQ utilisés en CMF ont, de maniére générale, pour intérét et objectifs ceux du
MU-ANA-PG-005 (suivi des performances : fidélité et justesse, validation journaliere et
validation de méthodes). Tenant compte des spécificités des cytométres, certains des CIQ
ont des objectifs limités au contréle de I'appareillage et non de 'ensemble de I'analyse.
L’utilisation des contrdles est décrite dans les procédures HI-ANA-MT-021 (AQUIOS CL) et
HI-ANA-MT-022 (NAVIOS).

5.1.2 Choix des CIQ
5.1.2.1 Contréle de I’appareillage

La CMF nécessite un contréle journalier de son systéme optique et de son systéme fluidique.
Ce contrble est assuré par 2 CIQ différents :

- Contréle de la stabilité optique et des niveaux d’amplification et détection par des
billes fluorescentes d’intensité connue calibrée et trés stable : journalier pour vérifier qu’il n’y
a pas de perte de sensibilité du dispositif (Flow Setf)

- Controle de la stabilité optique et fluidique par des billes fluorescentes de taille
et de fluorescence trées homogenes permettant de tester I'évolution des CV de mesure des
paramétres de taille et de fluorescences ainsi que le débit de I'appareil (Flow Check et Flow
Check 770)

Ces deux contrbles étant trés liés au systeme optique de la machine, ils sont fournis par
Beckman Coulter également fournisseur de I'appareillage.

Ces contréles sont indispensables pour le Navios mais ne sont pas utilisés pour TAQUIOS
CL qui prépare les échantillons et les analyse ensuite, avec une analyse quantitative
volumétrique ne nécessitant pas d’étalon interne.

5.1.2.2 Contréle de 'analyse

La préparation des échantillons avant analyse (technique Optilyse+Navios ou AQUIOS
CL) ainsi que I'analyse cytométrique des cellules (AQUIOS CL et Navios) sont surveillées
par un contrdle de sang stabilisé (Immunotrol Cells et Immunotrol Low Cells) a deux niveaux
de concentration : I'un proche des valeurs de référence et 'autre choisi dans la zone critique
basse des lymphocytes T CD4+. lIs sont utilisés quotidiennement, 'un le matin et l'autre le
soir, en permutant a la fin de chaque semaine conformément aux instructions de HI-ANA-
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MT-024. |l s’agit d’'un contrdle répondant a tous les critéres souhaités (MU-ANA-PG-005) qui
est également fourni par Beckman Coulter (Non indépendant par rapport a la machine).

Sur TAQUIOS CL, ces contrbles permettent également la surveillance de la stabilité de
l'appareillage grace aux parameétres « Instrument » = pouvoir séparatif de I'appareil et
« Instrument drift » = niveau des signaux optiques.

5.1.3 Planification

Planification quotidienne :

- Flow Set : vérification appareillage recommandée par le fournisseur (NAVIOS)

- Flow Check et Flow Check 770 : vérification appareillage recommandée par le
fournisseur (NAVIOS)

- Immunotrol Cells et Immunotrol Low Cells : validation de la série (entre 2 CIQ)

- Immunotrol Low Cells: validation des séries pour des valeurs basses

Cette planification tient compte des recommandations du fournisseur pour la CMF, du
nombre de demandes quotidiennes (entre 50 et 100), de la péremption des échantillons de
sang stabilisé et du volume de ceux-ci (environ 3 mois maximum), des calibrations
bimestrielles et maintenances annuelles ou en cas de panne, des colts des réactifs de
cytométrie.

5.1.4 Exploitation des résultats

Les résultats des CIQ sont suivis grace aux cartes de Levey Jennings avec deux objectifs :
- Validation d’une série

Les critéres d’acceptabilité des CIQ Immunotrol Cells et Immunotrol Low Cells sont ceux des
régles de Westgard. Dans certaines circonstances, un CIQ Immunotrol Cells ne répondant
pas complétement aux régles de Westgard pourra étre accepté, eu égard aux autres
éléments de contréle disponibles sur les résultats de patients (concordance avec les
résultats de NFP). Il est a noter que la cytométrie permet notamment le contrdle individuel de
la qualité analytique par les images cytométriques.

- Suivi des performances de la méthode
Suivi des SDI et CVI lors de I'externalisation a I'lQAP (Interlaboratory Quality Assurance
Program) : I'externalisation des résultats par lot entier ou groupe de résultats auprés de
'IQAP, service proposé par Beckman Coulter a tous les utilisateurs de contréles Immunotrol
Cells et Immunotrol Low Cells permet une approche de la justesse.

- Suivi de I'appareillage (Flow Check et Flow Set)

5.1.5 En pratique
5.1.5.1 Nature des spécimens de contréle et fréquence des dosages

- Billes Flow Set Beckman Coulter - Réf 6605359 - kit de 3 flacons de 10 mL
Passées chaque jour lors du démarrage du NAVIOS

- Billes Flow Check Beckman Coulter - Réf 6605359 - kit de 3 flacons de 10 mL
Passées chaque jour lors du démarrage du NAVIOS
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- Immunotrol Cells Beckman Coulter - Réf 6607077 et B23535 - kits de 2 tubes de 3
mL pour Navios et AQUIOS CL respectivement.

Passé chaque jour le matin les semaines paires et le soir les semaines impaires sur les
2 cytometres AQUIOS CL (HI-ANA-MT-021) et sur le Navios (HI-ANA-MT-022).

- Immunotrol Low Cells Beckman Coulter - Réf 6607098 et B25700 - kit de 2 tubes de
3 mL pour Navios et AQUIOS CL respectivement

Passé chaque jour le matin les semaines impaires et le soir les semaines paires sur les
2 cytometres AQUIOS CL (HI-ANA-MT-021) et sur le Navios (HI-ANA-MT-022).

5.1.5.2 Conditions de préparation, de stockage et de stabilité

Le contréle Flow Check est une suspension de billes fluorescentes préte a 'emploi, a
conserver a 4T a l'abri de la lumiére. Il ne néces site aucune préparation préalable et doit
étre agité délicatement par retournement (ne jamais vortexer) avant analyse. Il est transvasé
dans un tube de cytométrie pour son analyse. |l en est de méme pour le contrdle Flow Set.

Les contréles Immunotrol sont des échantillons de sang stabilisé préts a 'emploi. lls
doivent étre conservés a 4T jusqu’a leur date de p éremption. Aprés ouverture, un tube peut
étre utilisé pendant 90 jours au maximum. Pour 'AQUIOS CL, s'il est passé en mode
automatique, un maximum de 15 pergcages du bouchon est toléré. Au-dela, il faut le passer
en position manuelle. Pour préserver toutes les propriétés de ces contrbles, ils doivent étre
sortis du réfrigérateur juste avant utilisation, agiter 15 minutes sur l'agitateur a bascule et
replacer au réfrigérateur tout de suite apres le prélevement. lls sont préparés manuellement
pour le Navios, comme les patients.

5.1.5.3 Passage des controles
5.1.5.3.1 Contréle Flow Set (Navios uniquement)

Le controle Flow Set est paramétré et reconnu comme un contrdle par le Navios
grace au protocole QC FLOW SET PRO.pro appelé par le panel QC FlowSet Pro.pnl. I
n'est pas géré dans LPM, mais par le Report Generator du cytométre, il doit étre passé le
matin avant tout échantillon. Ses résultats sont automatiquement reportés dans la Template
et peuvent étre visualisés sous forme de graphe de Levey-Jennings. Se référer a HI-ANA-
MT-022 pour I'analyse sur le cytomeétre Navios

5.1.5.3.2 Controle Flow Check (Navios uniquement)

Le contréle Flow Check est paramétré et reconnu comme un contréle par le Navios
grace au protocole ALIGN.Pro appelé par le panel Alignement Blue Red 8c_C. Il ne
contrble pas I'étape de marquage mais permet de valider le fonctionnement du cytometre. Il
n’est pas géré dans LPM, mais par le Report Generator du cytométre, il doit étre passé le
matin avant tout échantillon. Ses résultats sont automatiquement reportés dans la Template
et peuvent étre visualisés sous forme de graphe de Levey-Jennings. Se référer a HI-ANA-
MT-022 pour I'analyse sur le cytomeétre Navios.

5.1.5.3.3 Contréle de sang stabilisé

5/17

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



Sur le Navios, les deux niveaux des contréles Immunotrol Cells sont paramétrés
comme des patients avec un code a barres du type 11110 ou 22220 suivi du numeéro de lot a
7 chiffres pour respectivement Immunotrol Cells et Immunotrol Low. (HI-ANA-MT-022,
passer le contréle Immunotrol). Sur TAQUIOS CL, ils sont reconnus par leur code a barre au
moment de leur introduction et de leur programmation dans l'appareil. lls permettent de
contréler 'ensemble de la procédure (marquage et analyse cytomeétrique) (HI-ANA-MT-021).
Pour les AQUIOS CL et le Navios, ils sont gérés dans LPM avec des cartes de Levey-
Jennings et l'application des régles de Westgard. Les résultats des contréles sont
automatiquement reportés dans les courbes aprés identification positive du contréle sur
LPM.

Les résultats étudiés sont les suivants :

- sur le Navios : Lymphocytes CD19+ et lymphocytes CD3-CD16+CD56+(NK) en %

- sur TAQUIOS CL : Leucocytes en valeur absolue, lymphocytes totaux, CD3+, CD4+
et CD8+ en valeurs absolues et %.

Il existe une valeur cible et des limites acceptables de contréle sauf pour les
lymphocytes NK (il n’y a pas de valeur fournisseur puisque le contrle n'est pas préconisé
avec ces échantillons). Les régles définies dans MU-ANA-PG-006 sont appliquées. Les
paramétres « instrument » et « Instrument Drift » sont collectés sur les AQUIOS CL (mais
pas sur LPM) et permettent de suivre les performances de I'appareillage.

5.1.5.4 Suivi des controles
5.1.5.4.1 Controle Flow Set

Il permet de suivre les performances des photomultiplicateurs et des détecteurs et est
surveillé dans le temps, davantage comme un appui des Flow Check et des
standardisations. Les histogrammes de suivi rapportent pour chaque canal de taille et de
fluorescence, le % de billes dans la fenétre d’analyse, le mode du signal, avec pour
caractéristiques la moyenne mobile et une fourchette a +/-2 écart-types

Conduite a tenir :
- Vérifier que les pics de fluorescence tombent bien dans les fenétres placées sur les
HST.

o Si aucun pic n'apparait, déboucher le cytometre en appuyant sur 7
- Acquérir jusqu’a 5000 billes a la vitesse LOW
- Vérifier les valeurs du tableau suivant :

%
Fs 9977
A7 9972
FLE 99.86
FLs 9968
Fl; S 9991
FL3 Sl 99 91
FL2 977
FLi 9977
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> 95% : parfait
Entre 90 et 95% : surveiller si le probléme persiste le lendemain
<90%:
1-vérifier que la vitesse est bien low,
2-repositionner les curseurs pour prendre la totalité du pic au ras
du pic pour le curseur inférieur puis « save protocol »
3-surveiller pendant une semaine
4-si 'anomalie persiste, appeler BC
5-recalibration

Si tous les paramétres d’'un laser sont touchés = pb sur laser et non sur PMT

- Vérifier les résultats du passage des billes sur le graphique LEVEY JENNINGS :
o Cliquer sur « Template »
o Choisir « Select Template »
o Sélectionner QC Flow Set Pro et cliquer sur « Open »
o Parcourir 'ensemble des graphes de Levey-Jennings
- Moyenne de fluorescence pour FL1, FL2, FL3, FL4, FL5 et FL6
- Médiane de fluorescence pour FL7 et FL8
- Voltage pour FL1, FL2, FL3 et FL4

Cf Annexe 1.

5.1.5.4.2 Controle Flow Check

Il permet le suivi de I'appareillage sur le plan optique et fluidique. Les histogrammes de
suivi rapportent pour chaque canal de taille et fluorescence le mode du signal, ainsi que le
CV a mi-hauteur du pic (HPCV) avec pour caractéristiques la moyenne mobile et une
fourchette a +/-2 écart-types. Un histogramme rapporte le débit des billes, avec les mémes
caractéristiques.

Conduite a tenir :
- Acquérir pendant 30 secondes a la vitesse LOW
- Vérifier le débit pendant le passage du tube de Flow-check : il ne doit pas étre trop
bas, mais compris entre 150 et 200 billes / seconde, puis sur le graphe de Levey-
Jennings : environ 4000 billes sur la totalité de I'acquisition.
o Probléme de bouchage ? de fluidique ?

- Vérifier que les pics de fluorescence tombent dans leurs fenétres respectives
repérées par FL1@2.0, FL2@2.0, FL3@2.0, FL4@2.0, FL5@2.5, FL6@3.0,
FL7@3.0 et FL8@3.0. Les chiffres aprés @ indiquent les seuils maximums tolérés
des HPCV des pics de fluorescence. Si les pics des Flow-Check tombent en
dehors des fenétres mais que les autres parameétres sont corrects, vérifier la
sensibilité du cytometre et revoir le controle Flow-Set
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- Vérifier les HPCV de FS et des fluorescences des Flow-Check qui doivent étre
inférieurs a 1,50 (avec une tolérance jusqu'a 2,0, voire 2.5 pour FL5) et celui des
Flow-Check 770 inférieur a 3.

o Sl'ils sont supérieurs, il y a un probleme de bouchage, de fluidique,
d’alignement.

- Vérifier les modes qui doivent restés dans la fourchette moyenne +/- 2Sd présentée
sur les graphes de Levey Jennings.
o Siun des résultats des billes n'est pas bon :
= Le supprimer de la template en cliquant dessus et en choisissant
« Removed ».
Il est possible de saisir un commentaire et de faire « Save Comment ».
Le point effacé devient de couleur verte aprés I'annulation.
= Repasser les billes
o Siles parameétres restent mauvais, déboucher et re-rincer le cytométre
= Repasser les billes
o Siles CV et les modes des signaux restent hors limite ou dérivent, appeler
le BR et/ou le SAV BC.

RQ : Quand ces anomalies sont constatées de maniere ponctuelle, il est possible d’utiliser le
cytométre malgré ces contréles hors limite ; en effet, il existe pour les techniques de
marquage et d’analyse utilisées pour rendre les résultats de patient des indicateurs qui
permettent de valider le bon déroulement des mesures : intensités de fluorescence, FS et SS
connues et élevées (si les modes sont bas ou hauts), mesures d’événements fréquents
(contrairement aux techniques qui recherchent des événements rares) méme si les CV sont
hauts. Si ces anomalies sont observées plusieurs jours de suite ou en cas de dérive, une
intervention Beckman Coulter est demandée.

Cf Annexe 2.

5.1.5.4.3 Contréle de sang stabilisé

Les CIQ Immunotrol sont utilisés conformément a la procédure MU-ANA-PG-006.

NAVIOS :
Consulter les résultats dans le module Controle Qualité de LPM, vérifier les résultats du
passage des contrbles sur les graphiques LEVEY JENNINGS et le résultat de I'application
des régles de Westgard. Si une des régles de Westgard apparait pour un des 2 résultats du
contréle :
- Rejouerle LMD :
v Si aucune alarme, OK
v Si le(s) résultat(s) du contréle est (sont) dans les regles d’alerte (4 1s, 10x)
voire d’alarme (1 2s): Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le
constat et la décision prise
v Sile(s) résultat(s) du contrdle est (sont) dans les regles de rejet (1 3s, 2 2s,
R4s) :
= Repasser le contrdle et rejouer la LMD.
= Informer le BR

8/17

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



AQUIOS CL :

Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le constat et la
décision prise

S’aider des Flow Check

Veérifier les réactifs, le matériel de contréle (lots, date, ouverture,
aspect...)

Refaire une calibration

En [l'absence damélioration, appeler le SAV Beckman.
Eventuellement, accepter le controle selon les échanges avec BC et
suivre sur les contrdles suivants.

Consulter les résultats dans le module Controle Qualité de LPM, vérifier les résultats du
passage des contrbles sur les graphiques LEVEY JENNINGS et le résultat de I'application
des régles de Westgard. Si une des regles de Westgard apparait pour un des 9 résultats du

contréle :

- Rejouer le LMD

v" Siaucune alarme, OK

v Si le(s) résultat(s) du contréle est(sont) dans les regles d’alerte (4 1s, 10x)
voire d’alarme (1 2s): Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le
constat et la décision prise

v Si le(s) résultat(s) du contréle est(sont) dans les régles de rejet (1 3s, 2 2s,

R4s) :

Repasser le contrdle et rejouer le LMD.

Informer le BR

Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le constat et la
décision prise

Vérifier les réactifs, le matériel de contréle (lots, date, ouverture,
aspect...)

Recibler si une dérive est observée dans les jours précédents, si
cela ne résout pas le probléeme

Appeler Beckman et travailler sur 'autre appareil dans 'attente de la
résolution du probléme.

Sur le programme QC de 'AQUIOS CL,

- Les paramétres « Instrument », sont suivis sur des graphes de Levey-Jennings ;
pour la séparation CD3, CD4, et CD8, la valeur doit étre >3 pour attester de la
bonne séparation des pics négatifs et positifs.

- Les paramétres « Instrument Drift » sont suivis sur des graphes de Levey-
Jennings et donnent I'évolution des signaux collectés dans les différents canaux de
'appareillage. Les dérives ou défaillances brutales de I'appareil peuvent ainsi étre
visualisées. Un décalage des valeurs peut étre observé en cas d’intervention SAV
ou de changement de lot de réactif, sans conséquence sur les résultats des

patients.

Pour ces deux groupes de parameétres, une valeur isolément en dehors des limites de
contrble nécessite une simple surveillance. Si une dégradation progressive est observée
dans le temps (plus de 10 points consécutifs en baisse continue), demander une
intervention SAV. Dans la mesure ou les résultats des % et valeurs absolues sont
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acceptables, ces baisses de performance n‘ont pas de conséquence sur les résultats des
patients.

Les commentaires sur les ClQ sont saisis soit par le BR, soit par le technicien avec I'aval du
BR.

RQ : Dans certains cas, malgré un ou plusieurs paramétres dans les régles de rejet, il est
possible de valider les résultats de patient, en raison des spécificités de la cytométrie (voir ci-
dessus pour les Flow Check) et de la possibilité de vérifier la cohérence des résultats avec le
résultat de la NFP d’hématologie des patients le méme jour a la méme heure, et
immunosomme quand elle est disponible.

5.1.5.4.4 Les valeurs cibles et limites d’acceptabilité des contréles

Ce sont celles de la procédure MU-ANA-PG-005.
- Billes : une période probatoire n’est pas indispensable pour les contréles de billes ;
les changements de lots sont gérés en passant le nouveau lot une fois avant l'arrét du
précédent pour visualiser les niveaux des signaux. Si ces niveaux sont différents, les
fenétres des cibles seront réajustées et le protocole sauvegardé.
- ClQ : pour les lots de contrdle de sang stabilisé du fait de leur faible durée et des
colts, les changements de lots sont gérés en passant le nouveau lot 5 fois avant la fin
du précédent pour avoir une estimation de la valeur cible lors de la mise en route du
nouveau lot et au cas ou dautres nouveaux lots de réactifs seraient débutés
simultanément. Les limites de surveillance et de contréle sont temporairement
reconduites a partir de celles du lot précédent.
o Avant tout changement de lot de CIQ, un chevauchement de 5 jours des
lots de CIQ (ancien et nouveau) est réalisé sur le Navios et sur chacun des
AQUIOS CL. L’écart-type de fidélité intermédiaire du lot précédent est utilisé
sous forme de CV% pendant les 20 premiers jours d utilisation du lot.

par extraction des résultats de 'AQUIOS CL a partir de 2*20 valeurs
obtenues. La nouvelle moyenne et le nouveau CV sont appliqués dans LPM
avec des valeurs identiques pour les 2 AQUIOS CL.

o En cas de de régle d’alerte Westgard 10X avant les 20 valeurs, I'étude
pourra étre anticipée.

Remplir le document MU-ANA-DE-005 et I'archiver dans le classeur de I'appareil.

5.1.5.4.5 Externalisation des résultats : IQAP

Beckman Coulter propose une évaluation des performances (justesse, fidélité) au
travers de I'utilisation des résultats d'Immunotrol et d’'Immunotrol Low Cells.

Tous les résultats obtenus au quotidien sont colligés et comparés a ceux obtenus par
les autres utilisateurs du méme contréle du méme lot de par le monde. Chaque utilisateur
se voit attribuer une appréciation de la fidélité et de la justesse de sa méthode par rapport a
'ensemble des utilisateurs.
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Les résultats sont déposés sur le site internet de Beckman par le BR et les calculs
sont rendus disponibles dans la journée. Si le nombre de participants est faible lors de la
saisie, il est a tout moment possible de redemander les calculs sur la totalité du groupe de
participants pour avoir une confrontation aux pairs statistiquement plus pertinente.

Pour la saisie ou la consultation :
https://www.beckmancoulter.com/qap/
Choisir Cytometry IQAP
Choisir « go to cytometry IQAP »
S’identifier : poitevinfr MP = j-327853
Choisir le cytométre
puis Data Collection pour la saisie ou Reports pour les résultats

L’IQAP est donc utilisé pour suivre chaque lot de chacun des niveaux de contrble
Immunotrol et apprécier les performances du laboratoire dans le temps par rapport a nos
pairs. Les rapports indiquent moyenne et écart type du lot pour notre laboratoire et

'ensemble des participants, I'historique de nos CV ainsi que Sdi = (m — m pool)/Sd pool (Z
Score) et CVi = CV/CV Pool

s INTERLABORATORY QUALITY ASSURANCE PROGRAM DATA EVALUATION
L BEcKmaN Frepard o HOPITAL EDOUARD UEKRIOT AN £ IQAP D5 535 2401 Shis 1 Repare : 5295

Parameter Assay Means and SDs. Current and History CVs Counts” SDland CVI*

(U8 nite: e Your  Pool  Your  Pool Your History History History Pool Your Pool i =
x Lag Mean Mean  SD sD cv  cv(l) ev@ cv oV Count  Size

INSTRUMENT PERFORMANCE MATRIX

Prepared for HOPITAL EDOUARD HERRIOT-FAV E - IQAF ID: 54020-2401  Shift: 1 Report 1D: 53293

|mmuno-Tral
Lt Number: 7587071

| % i = ?\ ] f i EaE%;%;%;Eﬂ
\ T | o i T n EﬂEﬁ;%;%;Eﬂ

Les résultats sont rapides, mais s’agissant d’'un contrble externalisé a la fin
d’utilisation du lot de contrdle, de mauvaises performances n’entrainent pas d’intervention

immeédiate mais plutét une remise en cause de chaque étape et chaque réactif ainsi qu’'une
surveillance étroite de I'évolution.

Les performances sont suivies au fil du temps avec le document MU-ANA-DE-024.

5.1.5.4.6 Archivage
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A la fin de la période d'utilisation du lot, le tableau des valeurs est extrait de LPM ou
des AQUIOS CL et est imprimé puis archivé avec tous les prints dans la boite réservée a
chaque contréle pour chaque cytomeétre dans le placard Assurance Qualité et conservés 3
ans.

5.2 Contréle DE QUALITE EXTERNE (EEQ)
5.2.1 Intéréts et objectifs

L’EEQ en Immunologie cellulaire ne concerne que quelques paramétres de la
cytométrie en flux (CMF), dans la mesure ou de nombreux examens de ce secteur sont trés
spécialisés. Pour [I'étude fonctionnelle des Ilymphocytes (test de transformation
lymphoblastique), des échanges de cellules congelées sont en cours d’essai entre les
laboratoires frangais du réseau des déficits immunitaires (standardisation des résultats et de
I'offre analytique), en 'absence de programme commercial dans le domaine.

Le contrbéle national propose moins d’'une consultation de deux échantillons par an
environ pour les paramétres suivants : Lymphocytes CD3, CD4, CD8, CD19, cellules NK,
en % et en valeur absolue.

Le laboratoire est également abonné pour les mémes parameétres au contrble
« Immune monitoring » proposé par UK EQALS (organisme de controle de qualité anglais),
dans la mesure ou la fréquence des EEQ du contréle national est totalement insuffisante.

Ces EEQ permettent d’évaluer I'exactitude de nos techniques et I'évolution des
techniques (voir MU-ANA-PG-005).

5.2.2 Choix des EEQ

Le contrble national est obligatoire mais insuffisant compte tenu de sa fréquence
(moins d’un par an) et du nombre de laboratoires concernés (environ 70 laboratoires dont
seulement 20 parmi les pairs).

Le programme d’assurance qualité NEQAS propose I'évaluation externe de la qualité
dans de nombreux domaines, dont le phénotypage lymphocytaire. Il s’agit d’'un programme
anglais diffusé dans le monde entier qui permet la confrontation des résultats de plusieurs
centaines de laboratoires réalisant du phénotypages lymphocytaires. Il propose deux
programmes auxquels nous participons: United Kingdom National External Quality
Assurance Service (UK NEQAS) et fournit 6 consultations annuelles de 2 échantillons de
sang stabilisé avec un nombre de participants d’environ 450 dont plus de 150 dans notre
groupe de pairs (NAVIOS). Pour TAQUIOS CL, technologie nouvelle, nous n’avons pas
d’'information.

5.2.3 Planification
La planification du contrdle national est consultable sur le site de TANSM :

http://ansm.sante.fr/Activites/Controle-national-de-qualite-des-analyses-de-biologie-
medicale-CNQ/Calendrier-des-operations/(offset)/4
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Pour le NEQAS, la premiére consultation a lieu en Mai puis tous les deux mois environ.
Chaque consultation est précédée de I'envoi d’'un message électronique au responsable du

CQ indiquant I'envoi de I'échantillon, mais les dates précises ne sont pas connues a
'avance.

Deux abonnements sont nécessaires auprés de NEQAS :
- Le premier pour le Navios : http://www.ukneqgasli.org/SampleEntry/

~ UK NEQAS for Leucocyte Imm|

O - em

Fichier  Edition  Affichage  Favoris -Oubls 7

phe ping - Login page - Microsoft Internet Explorer fourni par les. \lluﬂ;&

| B e X | P~

(¢ Favoris % <, AnmuaireHEH @ Eassily BicBook 2012 =5 Home'- PubMed -NCEl @ | Integration GLIMS

= = ] . 5 gy o o
55 v @acceskure.. . IntranetHCL | @UKNEQ,.. X - dm v Page- Séourité~ Outis - -

~

UK NEQAS i

Leucocyte Immunophenotyping

Lab Number —
Identity e
Password  E—

B
>

Terminé. @ internet o Wiz -

<

Lab Number 40375
Identity 6545
PW : lku3sa

- Le second pour les AQUIOS CL : http://www.uknegasli.org/SampleEntry/

/2 UK NEQAS for Leucocyte Immunophenotyping - Login page - Microsoft Internet Explorer fourni par les. . = |5/

G- &

Fichier Edition  Affichage  Favoris  Outls

v &[] lx| [ £ Pl

(¢ Faveris (3 7, AnmuaireHEM @ Easiy BioBook 2012 %2 Home- PubMed - NCEI @ | Integration GLIMS

B v @accesbure.. T IntranetHCL | @EUKMEQ.. X &8 Y dm v Page- Séeurté Outls - k-

~

UK NEQAS i

Leucocyte Immunophenotyping

Lab Number —
Identity —
Password —

v
>
Terming thg_(g?; - Rigw -

<

Lab Number 46216
Identity 6545
PW : Iku3sa

A chaque consultation, les 2 échantillons seront passés sur les deux AQUIOS CL et les
résultats de I'échantillon impair sera rendu sur TAQUIOS CL AY 39049 et I'échantillon pair
sur TAQUIOS CL AY47058. Ainsi, chacun des automates en miroir aura 6 EEQ par an.
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A réception, une fiche de suivi est complétée :
MU-ANA-DE-006-XX LBMMS - EEQ : FORMULAIRE DE SUIVI

Ces échantillons sont enregistrés en double, analysés comme des patients, selon les
modalités indiquées par 'organisateur de la consultation.

5.2.4 Enregistrement

Se référer a la procédure d’enregistrement des examens d’Immunologie dans GLIMS : Hi-
INFO-IT-003 pour les génralités.

Pour le contréle ANSM :

Le patient est ZZZ_QC_ANSM_ PHENOLYMPH.

Noter le N°de la consultation et de I'échantillon en Info CR.
La date de prélévement est la date d’expédition

Enregistrer HLT HCD19 et HNK

Pour les controles NEQAS :
Le patient est ZZZ QC_NEQAS_ IMMUNOMONITORING.
Noter le N°de la consultation et de I'échantillon en Info CR.
La date de prélevement et 'heure de prélevement sont celles du message
électronique d’envoi des échantillons.
Enregistrer HLT HCD19 et HNK

5.2.5 Exploitation des résultats et interprétation

Les résultats des EEQ sont suivis :

Valeur du laboratoire / valeur cible (toutes techniques) écart-type du groupe
Calcul du biais en %
Z score

Une note est attribuée en rapport avec nos performances :

- ANSM : communication de la moyenne et du CV en % pour I'ensemble des
participants et le groupe de pairs

Attribution d’'une note : A, B,...selon si la valeur est entre 0 et 1 écartype ou entre 1 et
2 ; + ou — selon si la valeur est > ou < a la valeur

Cette note est donnée en toutes techniques et par groupe de pairs.

- NEQAS : communication de la moyenne et de I'écartype pour I'ensemble des
participants, ainsi que de la répartition des valeurs des participants (histogrammes) ;
Communication des moyennes et Sd par appareil, réactif, fluorochrome et
technologie.

Attribution d’'une note : 0 si valeur au-dela de la valeur cible +/- 2 Sd, 1 entre 1 et 2 Sd
et2entre0et1Sd

Suivi de la note cumulée sur 6 échantillons consécutifs

Suivi du Z score dans le temps

Suivi du cumul de 3 Z-scores

L’interprétation se fait conformément a MU-ANA-PG-006.
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Les performances sont suivies au fil du temps avec le document MU-ANA-DE-024.

5.2.6 Archivage

L’ensemble des données est conservé dans un classeur réservé a chaque programme de
contréle dans le bureau de FPL et archivé ensuite dans le placard AQ.
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ANNEXE 1 : PROCEDURE QUALITE BECKMAN COULTER - ARBRE DECISIONNEL
FLOW-SET

Informations données a titre indicatif. Les protocoles ont été adaptés en fonction des besoins du
laboratoire

Passage des billes Flow-Set” Pro
hprés passage et validation des billes Flow-Check™ Pro

i | g
Appliguer la procédure Vérifier débit Low
- Changement de fot* - | | et effectuer un PRIME | Q

<

Intervention Technicien °

* Pctane ool oaemls 3 panier o pareie Ecien et b roives I d2 Siles prirvol o e pice tomlen dens iz mAme cane.
Ex oo d dfterasre mppboer % prochsurs de comgerant s gl page B Guice S dhoguteto Vvt 2L
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ANNEXE 2 : PROCEDURE QUALITE BECKMAN COULTER - ARBRE DECISIONNEL FLOW-CHECK

Informations données a titre indicatif. Les protocoles ont été adaptés en fonction des besoins du laboratoire

Pﬁug& des hilles Flow-Check™ Pro
20 min apres avoir passé le panel Cleanse

Appliquer la procédure Vérifier Débit LOW
« Changement de lof* - et ettectuer un PRIME

Intervention Technicien

O

e pruzenire e changement d ot page © dh G Mo <dcmstaes V3 Avd 2014
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ANNEXE 4 : PROCEDURE DE VALIDATION TECHNIQUE ET
BIOLOGIQUE DES NUMERATIONS DE LYMPHOCYTES T CD3+, CD4+

et CD8+ (TETRA 1) SUR LE CYTOMETRE AQUIOS CL
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VALIDATION TECHNIQUE ET BIOLOGIQUE DES NUMERATIONS DE
LYMPHOCYTES T CD3+, CD4+ et CD8+ (TETRA 1) SUR LE CYTOMETRE AQUIOS
CL

1 Objet

Décrire la maniére de valider techniquement et biologiquement les résultats produits par le cytomeéetre AQUIOS CL.

2 Champs d’application

Postes d'immunologie cellulaire : techniciens, biologistes, internes, personnels en formation.

3 Responsabilités
F. Poitevin / C. Malcus / G. Monneret

4 Définitions et abréviations

NFP : Numération Formule Plaquette

Contenu
L © o)1= ST TSSOSO PR U P PRO PP R PO UPRPTOROI 1
2 Champs d'APPHCALION ...ttt ettt ettt h e h e oo eh e e h et e h et e e b et e et e e ke e e eae e e e e h et e e ean e e e nn e e e etn e e e e e eenes 1
I oYY o To T EoF=T o] 11 2= T OO P TR SUPU PP 1
4 DEFINItIONS € @DrEVIAtIONS ..ot 1
L 70131 (=Y o [V O TSSO ST SOR U PO P OPROPRPRRPROR 1
LT B V- 1o = o T B Yo 1o 1o [0TSR UOPPSPPRRTPNS 1
5.1.1 Eléments a vérifier au préalable dans I'onglet RESUIRALS..............ooiiii e 1
5.1.2  Analyse qualitative des graphes de CYIOMEBINE ... ......oii it e e e st e e e ettt e e e s st e e st e e e e e e nnneneeeeaan 4
5.1.3  Cas d’'une mauvaise lyse ou de la présence d’'une population inhabituelle.................ccooiiiiiiiiiiii e 5
eI - 1T F= i To] g oo oo (o [V T I O TP PP PP UPRRUPROPI 8

5.1 Validation technique

Les résultats sont exprimés en pourcentage de lymphocytes portant un antigene donné et en valeur absolue (éléments/pl).
Vérifier les valeurs des contréles IMMUNOTROL pour valider les marquages du jour.

5.1.1 Eléments a vérifier au préalable dans 'onglet Résultats

L’onglet Résultat, présentation « Details », utilisé pour la validation technique se présente de la fagon suivante :

Trois points sont a vérifier systématiquement :

A/ Identification de I'échantillon : le « Sample ID » (numéro de travail GLIMS a 12 chiffres), le nom, prénom, date de naissance ainsi que le
service prescripteur doivent figurer sur I'écran Résultat de TAQUIOS CL.

B/ Absence d’alarme de I'automate sur I'échantillon. En cas d’alarme, le motif apparait sur fond rouge dans la case « Run flag ». Il faut se
référer au tableau ci-dessous (Tableau 5.7 du manuel technique AQUIOS) pour la conduite a tenir.

C/ Présence d'une notification, le motif apparait dans la fenétre « Run notifications » sur fond orange. Une notification n’entraine, dans la
majorité des cas, pas de repasse de I'échantillon. Il faut se référer au tableau ci-dessous (Tableau 5.8 du manuel technique Aquios) pour
connaitre la signification et la conduite a tenir suite a I'une de ces notifications.
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Démographie : nom,
prénom, DDN, service
prescripteur, n°de travail

Absence d’alarme
Absence de notification

Run Notifications:

Comments:

Sample ID: 016047967301 Test: Tetra 1l 1600
Run Date: 3/4/2016 2:46 PM Collect Date: ~ 03/04/2016

Specimen Type: Inst. SN: AY39049 )
et ame: APHONSHE e o
e 816183 Gov. b
Status: Location: 24503 CS MALADIES It -l
Gender: Female Date of Birth:  09/16/1970 -
Physician Name: €S MALADIES INFECTIEU

Physician Code: .
Run Flags:

o

Result Vaite

03 7 ot Pacert.
CO3- (T el Court .
e
e e
CO3-/CO8- (Suppessor T el Perort.
C03/CO8+ (uppesss T el Caurtil
cocos o

03 Rty Chck.

D5 Low 55 Coun.

D5 Low 55 Pecen

(o Courtit

beais | g > » (A

Anwarons

L

—.
EE T R T

Les alarmes recensées par Beckman Coulter sont les suivantes :

Tableau 5.7 Alarmes specifigues au systame Tetra AQUIDS

Alarme.

Action recommandee pour I'utilisateur

Insufficient Lysing [Lyse
insuffizante )

Trop ge globules rouges
miesurés dans 'Echantilion.

1. Assurez-wvous-gue le velume de réactif de lyse est
suffisant.

2. Rejetez et refaites une demande dans le menu Review
Options {Options de révision).

3. Sile probiéme persiste, changez le cofiret de réactif de
lyse

4. Sile probiéme persiste, contactez votre représentant
Beckman Coutter local.

Insufficient Lymphs

(Lymphocytes
insuffisants)

Mombre de lymphocytes
mesurs trop faible.

1. Contrélez fes résultats de I'échantilion surl'écran
Review (Révision). Cette alarme peut &tre liée 3un
donneur ou régiee en ré-ajustant manueliement le
fenétrage.

2. Siia condition affecte les résultats, sélectionnez
Reject. Re-Request (Rejeter, refaire une demands) &
partir du menu Review Options (Options de révision).

3. Sileprobléme persiste sur gifférents échantilions,
contactez vofre représentant Beckman Coulter local

Mo Events {Aucun

Nomibre de points de dannées

1. Exécutez un cycle de nettoyage a I'eau de Javel.

evenement) gans I'echantillon msuffisant. | 2, Rejetezet refaites une demande dans le menu Review
Options (Options e révision).
3. Sile probiéme persiste; contactez votre représentant
Beckman Coulter local.
Lompensation Flag Les populations ne s'alignent | 1, Examinez les résultats pour confirmer I'échec de i
{&larme de compensation) | pas comme atiendu. compensation.
{Conirble seulement) 2. Répétez le contrile de gualité. Voir [a section Analyse

des échantillons de CQ dans ie CHAPITRE 3, Controle
de gualité

3. Répétez le contrile e qualité avec de nouvesux
flacens de cellules de contréle et de nouveaux réactifs
manacionaux.

4. Réghez la compensation. Vioir Réglage manuel de la
compensation.

5. Sileprobiéme persiste, contactez voire représentant
Beckman Coutterlocal.

Inter Panel Count Error
{Erreur de valeurs
interpaneis)

Les numérations Tetra-12
Tetra-2+ des CD3+- et CO45+
55 faible sontincohérentes.

1. Exécutez un cycle de neffoyage 3 'eau de Javel.

2. Rejetez et refaites une demande dans le menu Review
Options (Options de révision).

3. Sile probléme persiste, contactesz votre représentant
Beckmian Coulter local.

Remarque : Cette liste d’alarme n’est pas exhaustive, il existe d’autres types d’alarmes :

« Clog or Bubble » : le systeme a détecté une bulle ou un microcaillot.

« Short draw » : le systéme a un doute sur prise d’essai (volume insuffisant, prélévement dilué,...)
=>Dans ces cas, prévenir le biologiste pour connaitre la conduite a tenir.

Si le message d’erreur est suivi de « Rerun », TAQUIOS a réalisé de lui-méme une seconde prise d’essai dans la cupule. Analyser avec
attention I'aspect des graphes de ce nouveau passage et s'ils sont satisfaisants, le résultat peut étre validé malgré la présence d’une alarme.
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Les notifications recensées par Beckman Coulter sont les suivantes :

Tableau 5.8 Notifications spécifiques au systeme Tetra AQUIOS
Nombre important de 1.

globules rouges mesuré dans
I"échantillon.

Alarme
Under Lysed (Sous-lysé)

Action recommandée pour I'utilisateur

Tous les globules rouges peuvent ne pas étre lysés

dans les conditions suivantas : présence de globules

rouges nuckéés, concentration protéigue anomale ou
némaglobinopathies. Une sous-fyse plus importante
est également observée pour des confroles ou des
echantillons analysés a 1a limite inférieure de |a plage
de température ambiante. L' utilisation de CD45 en
tant que condition de contour d'intérét des
fymphocytes permet de s"assurer que les RBC

(glooules rouges), en tant qu'événements

négatifs CD45, ne sont pas inclus dans le contour

d'intérét des lymphocytes (voir les Rgure 5.19 et

Figure 5.20).

2. Assurez-vous que |'intégnité du contour d'intérst des
flymphocytes sur I'affichage EV est préservée.

3. Sila condition excéde la nce attendue ou
affecte I'intégrité du contour d'intérét des
fymphocytes sur I'3ffichage EV, sélectionnez alors
Reject, Re-Request (Rejeter, refaire une demande) a
partir du menu Review Options (Options de révision).

4. Sile probleme persiste sur différents &chantillons,
contactez votre représentant Beckman Coulter local.

Cette notification peut étre déclenchée par plusieurs

conditions

1. Examinez la diffraction lumineuse et les schémas de
I'EV. Sila diffraction lumineuse ou les schémas de I'EV
sont perturbés, rejetez I'échantillon et refaites une
demande. Voir les Figure 5.21, Figure 5.22 et
Fiqure 5.23.

2. Revoyez les limites des contours d'intérét et des
régions ; pour ajuster les régions, voir |a section
Modification des régions d'un échantillon & examiner.

3. Revoyez les contrdles de fiabilité du CQ ; pour vérifier
les controkes de fiabilité, voir Controles analytiques de
1a fiabilité.

4. Revoyez la compensation de I'échanblion pour wérifier
la compensation. Réglage manuel de la compensation
seulement si le probleme apparait sur différents
échantilions.

5. Si le probleme persiste sur différents échantillons,

contactez votre représentant Beckman Coulter local.

Contrdlez les résultats de I'échantillon sur I'écran

Review (Révizion). Cete notification peut &tre e d un

donneur ou réglée en réajustant manuellement le

fendtrage

2. Sil'étape | ne résout pas la condition, sélectionnez
alors Reject. Re-Request (Rejeter. refaire une
demande) a partir du menu Review Options (Optons
de révizion).

3. Gile probleme persiste sur diférents échantillens,

contactez votre représentant Beckman Coulter local.

Contrblez les résultats de I'échantillon sur 'écran

Review (Révision). Cette notification peut étre liée a un

donneur ou réglée en réajustant manueliement le

Possibilite de mauvais
placement de la porte ou
d'anomalie d'échantillon
pouvant avoir une incidence
sur les résultats.

Potential sample or gating
issue (Probléme éventuel
d'échantillon ou de
fenétrage)

Lows CD8 Positives (CD28
positifs bas)

La région des CD8 positifs 1.
comporte peu d'événements.

Low CD3 Positives (CD3
positifs bas)

La région des CD3 positifs 1.
comporte peu d'événements.

2. Sil'étape | ne résout pas la condition, sélectionnez
alors Reject, Re-Request (Rejeter. refaire une:
demande) & partir du menu Review Options (Options
de révision).

3. Vérifiez les niveaux des réactifs,

4. Sile probléeme persiste sur différents échantillons,

wotre repré 1t Beck Coulter local.

Low CD3 Negatives (CD3
negatifs bas)

La région des CD3 négatifs
compornte peu d'événements.

. Contrdlez les résultats de I'échantillon sur I'écran

Review (Révision). Catte notfication peut &tre ¥ d un

donneur ou réglée &n réajustant manuellement le
fenétrage.

2. Sil'étape | ne résout pas la condition, sélectionnez
alors Reject, Re-Request (Rejeter, refaire une
demande) a partir du menu Review Options (Qptions
de révision).

. Viérfiez les niveaux des réactifs.

4. Sile probleme parsiste sur dd¥érents échantillons,

contactez votre neprésentant Beckman Coulter local.

[

Remarque :
Notre population d’étude inclut des patients trés lymphopéniques en lymphocytes TCD4+ et CD8+ (suivi de I'infection par le VIH). La survenue

des 3 derniéres notifications du tableau ci-dessus n’est donc pas exceptionnelle. Elles ne doivent pas systématiquement conduire a une ré-
analyse.

L’absence d’alarme et/ou de notification n’est pas suffisante pour valider techniquement un dossier. Il faut également analyser avec
attention les graphes rendus.
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5.1.2 Analyse qualitative des graphes de cytométrie

5.1.2.1 Cas des graphiques standards, sans probléme de lyse ni population particuliére

Se placer sur ’écran « Details »

- Veérifier le fenétrage « Cells », qui exclut les débris de faible taille (FS)

All Data Points

i B EEMABIE RS A"
0 200 400 500 0D f0OC

- Vérifier 'aspect des graphes SS/CD45 et EV/SS issus de la fenétre « Cells » et s’assurer de la bonne séparation des populations
leucocytaires.

cels__ o ca
1000 T ;
a0
c60
"
0 200 E»' 3 " LymphsEV
0 o Sigmariy e

020 4y st 80 fooe

Veérifier que le nuage des lymphocytes n’est pas tronqué du cété des CD45 faibles sur le graphe SS/CD45, traduisant le discriminant
CD45 trop serré sur les leucocytes (fenétre CD45Pos de AllData Points)

- Vérifier le fenétrage des lymphocytes Lymphs45 et Lymphs EV.

o Sinécessaire, modifier les fenétres afin d’isoler au mieux la population lymphocytaire et d’obtenir un recouvrement et une pureté

satisfaisante
= Saider de l'onglet « Dot plot » pour fenétrer Lymphs45 : la contamination par les monocytes CD4™"* est visible sur

I'histogramme biparamétrique CD3/CD4.

o Lymphs Mf‘ Lymphs
Monocytes L e
e S S o
10 2 T A .
10 S e *
<10M -10|
107 109197 4 11122 100 104 19" 109107 ]QZ 10 10

Sur 'histogramme monoparamétrique CD3 fenétré sur Lymphs All, s’assurer de la bonne séparation des pics CD3-All et CD3+All et
en particulier de I'absence de population CD3™"" entre les 2 pics (correspondant & des monocytes).
o Sinécessaire, décaler la barre de gating pour étre certain d’exclure les cellules CD3-

cenm
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L
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¥ ol i
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01 100 10 & o e

s

Bonne séparation des populations CD3- et CD3+ Population CD3"™"® correspondant a des monocytes

- Sur la fenétre bi-paramétrique CD4/CD8 fenétré sur CD3+All,
o S’assurer de 'absence de contamination des CD4+ par des monocytes (population CD4 faible apparaissant sous le nuage des

LTCDA4+).

4 ) Monocytes
I ' g i

o] . i

¥ é >* st

1 - - ot i i

v o fi: 11 ¢ i CD3-al CDeE~
Bonne séparation des populations CD3- et CD3+ Population CD3 faible correspondant a des monocytes
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o \Vérifier également I'absence (<2%) de lymphocytes doublement marqués (CD4+CD8+) et modifier si nécessaire les barres de
gating pour numérer la population des doubles positifs.

Doubles positifs (CD4+/CD8faibles) mal fenétrés Fenétrage correct

- Sur le graphe CD3-All/CD45+, s’assurer du bon fenétrage de la zone « CD3- Capture »

o Ne pas y inclure les cellules de plus grande taille (FS) et exclure les monocytes. Si des monocytes sont présents dans ce
graphe, ils ont été inclus dans la fenétre Lymphs CD45 et/ou dans LymphsEV et ont franchi le seuil de discriminant CD45
(histogramme AllDataPoints). Les cellules directement au-dessus de CD3-capture sont des lymphocytes non CD3 (B et NK).

o Sinécessaire, étirer cette fenétre pour inclure les lymphocytes CD3- fortement granuleux.

CD3-All CD45+

0 200 400 600 800 100C
Ss-Lin

Validation du résultat

Enregistrer les modifications en cliquant sur bl

Si tous les criteres ci-dessus sont satisfaits, valider techniquement le passage : « Reviewed, sent to LIS » ‘(3
Imprimer le LMD sous forme « Dots Plots » pour les échantillons sur lesquels un marquage en optilyse est également demandé.

Remarque : le résultat envoyé de 'AQUIOS CL au LPM est toujours le dernier passage enregistré, quel que soit le résultat affiché a I'écran
(résultat initial ou rejoué).

5.1.3 Cas d’'une mauvaise lyse ou de la présence d’une population inhabituelle

5.1.3.1 Mauvaise lyse

Elle peut étre signalée par I'’Aquios comme une alarme ou une notification (« Insufficient Lysing / Underlysed/ Potential error or gating issue »)
La mauvaise lyse a plusieurs conséquences sur I'analyse et le résultat :

A
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- Une perturbation du fenétrage des sous-populations leucocytaires entrainant une numération des leucocytes erronée (A)
- Une perturbation de I'histogramme SS/EV empéchant d’éliminer les monocytes du fenétrage Lymphs EV.
o Si la contamination ne touche que le pic CD3-All (pic CD3+All correct et pic CD3- correct +++) : aucune conséquence sur les
valeurs absolues et pourcentages des lymphocytes totaux et LT CD3, CD4 et CD8.
o Sila contamination touche le pic CD3+All : surestimation des valeurs absolues de lymphocytes totaux, LT CD3, LT CD4 et CD8
(B)
o Sila contamination touche le pic CD3- : surestimation des valeurs absolues de lymphocytes totaux, et % de LT CD3, LT CD4 et
CD8 incorrects (C)
= Ceci est le cas dans lorsque les graphes SS/EV ET SS/CD45 sont perturbés (ex: cas extréme de mauvaise lyse),
entrainant une discrimination impossible des lymphocytes et monocytes sur le graphe SS/CD45,

En effet, Lymphocytes totaux = CD3+All + CD3-capture + CD3-

Ainsi, la conduite a tenir en cas de mauvaise lyse :

- Sur le graphe SS/CD45 de I'onglet « compensation » : vérifier le fenétrage des leucocytes totaux
o les érythrocytes/débris ne doivent contaminer aucune des sous-populations leucocytaires
o les 5 populations de leucocytes doivent étre incluses dans le fenétrage

- Surle graphe SS/EV : repositionner le fenétrage
o En englobant la totalité des cellules si le graphe présente un aspect de « rideau »

- Sur le graphe SS/CD45 : repositionner la fenétre Lymphs45 pour englober tous les lymphocytes en limitant le nombre de monocytes,
avec l'aide de l'onglet « dot plot ».

Valider la démarche avec le biologiste de validation.

5.1.3.2 Hyperlymphocytose hors limite de linéarité des AQUIOS CL

La limite de linéarité des AQUIOS CL est de 25 000 lymphocytes totaux/uL et 10 000 LT CD4/pL selon les résultats de la validation de
méthode.

En cas de d’hyperlymphocytose dépassant ces limites :
- Diluer I'échantillon au 10°™ dans du SAB et le repasser sur 'AQUIOS CL
- Siapres dilution,
o Les leucocytes sont bien fenétrés sur le graphe SS/CD45 de I'onglet « compensation »
o Lymphs45 et LympsEV sont bien fenétrés
o Aucune population CD45 faible n’est visible
o Aucune contamination par les monocytes n’est visible sur les CD3+All

=> On peut valider les résultats de TAQUIOS en multipliant les valeurs absolues par le facteur de dilution +++
Si un de ces critéeres n’est pas respecté : ré-analyser I’échantillon sur le Navios (Tétra optilyse sans bille).

Dans tous les cas, prévenir le biologiste de validation.

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



5.1.3.3 Lymphopénie
Les échantillons lymphopéniques sont a traiter comme décrits ci-dessus dans le paragraphe 5.1.2.1

Etre attentif :
- Au graphe CD45LOG/SSLOG des leucocytes qui est souvent perturbé dans ces échantillons - demander au biologiste de validation de
comparer les résultats a ceux de la NFP
- Privilégier le recouvrement lors du fenétrage de LymphsEV et Lymphs45
- Histogramme monoparamétrique CD3AIl : le pic CD3+All est souvent difficile a distinguer, engendrant fréquemment I'apparition de
cellules doublement marquées CD4+CD8+.
o Aprés avis du biologiste, repasser I'échantillon en Optilyse sans bille sur le Navios

Cells Lymphs A

COD3+ Al

5.1.34 Présence d’une population CD45 faible

Dans le cas de certaines hémopathies malignes (leucémies lymphoides chroniques, leucémies aigles), on observe la présence d’une
population lymphoide exprimant faiblement le CD45.

All DataPoints

b

S .
Exemple d’'une leucémie aiglie présentant une importante population CD45faible

Exemple de leucémie lymphoide chronique présentant une population CD45faible

Les conséquences sur ce genre de bilan sont généralement les suivantes :

- Les leucocytes sont sous-estimés puisque I'histogramme en haut a droite est perturbé et exclut la population CD45faible du compte des
leucocytes.

- Le nombre de lymphocytes est généralement incorrect car le discriminant CD45 (barre pointillée rouge) exclut une partie de cette
population CD45faible de I'algorithme de numération

-l n’est pas possible d’estimer le pourcentage de la population CD45faible avec les outils de TAQUIOS CL.

- La population CD45faible sera, en partie ou completement, incluse dans le compte de lymphocytes totaux car ces cellules sont
indissociables des lymphocytes normaux sur le graphe SS/EV.

- Analyser le contenu de la cupule Aquios rapidement sur le Navios, avec le panel TETRA

- Silimage reste ininterprétable, faire un marquage Tétra Optilyse.

Prévenir le biologiste de validation et se référer aux algorithmes en ANNEXE 1 et 2 pour connaitre la démarche a suivre..
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5.1.3.5 Marquage non spécifique

Un marquage non spécifique est visible sur I'onglet « dot plot » sur les graphes biparamétriques CD3/CD4 et CD3/CD8, ainsi que sur l'onglet
« details » sur I'histogramme biparamétrique CD4/CD8.

Dans ce cas, ré-analyser I'échantillon a partir de cellules « lavées »
Cf procédure HI-ANA-MT-017 marquage sur cellules lavées
1) 300 pL sang total + 2 mL de PBS
2) Vortexer
Centrifuger 6min a 300g (Programme 1)
Eliminer le surnageant
Répéter les étapes 1) a 4)

3
4
5
6) Reprendre le culot dans 300 pyL de SAB

—_— o ==

s
7) Passer le tube sur 'TAQUIOS CL
Lavage des
cellules
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5.1.3.6 Lymphocytes double-négatifs (CD3 forts ou alpha béta)

Sur certains bilans, une population de lymphocytes T CD4- et CD8- peut étre mise en évidence. Il peut s’agir de lymphocytes exprimant le CD3
plus fortement que les autres (lymphocytes T CD3 gamma delta) ou bien de lymphocytes T CD3 alpha beta ; ces lymphocytes n’expriment ni le
CD4 ni le CDS8.
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Si le résultat « CD3+ reliability check » est > 10% : prévenir le biologiste de validation pour un éventuel marquage supplémentaire des TCR
yd et aff ou marquage « double-négatif ».

5.2 Validation biologique

La validation biologique permet de s’assurer de la qualité globale du résultat rendu aprés validation technique, plus particulierement de la
concordance avec les antériorités, avec les résultats de NFP d’hématologie cellulaire du jour et de la cohérence avec les données cliniques et
thérapeutiques du patient.

1) Ouvrir une session GLIMS

2) Imprimer réguliérement la liste de travail du jour en passant par I'onglet Inmunologie - LDT - LDT CYTOMETRIE > OK. Sélectionner le
format PDF puis choisir 'imprimante en double cliquant sur la ligne de I'imprimante.
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3) Ouvrir la liste de validation du jour (Immunologie - Validation biologique > Validation biologique Immunocell) puis dans « Options »

Sélectionner « Afficher résultat image » pour voir apparaitre les graphes de 'AQUIOS transmis par LPM (6 images correspondant a la fenétre
« Details »)

4) S’assurer de la bonne séparation des nuages des populations d’intérét (cf § 1. de la validation technique). Dans le cas contraire, « rejouer »
le résultat en modifiant les fenétres sur I'écran de I’Aquios et en renvoyant les nouveaux résultats sur LPM.

5) La validation technique telle que décrite dans le chapitre précédent permet de traiter les anomalies observées en particulier sur les graphes
CD45Log/SSLin, EVLIin/SSLin et CD3 All. Elle ne prend cependant pas en compte le graphe des leucocytes CD45Log/SSLog, ni le graphe
CD45 sur AllDataPoints de la matrice de 16 histogrammes. Des anomalies peuvent également survenir sur ces graphes et ne pas étre

visualisées en routine. C’est la validation biologique qui permet de les rechercher, en particulier en vérifiant systématiquement la concordance
avec les antériorités, ainsi qu’avec une NFP du jour, si elles sont disponibles.
La validation biologique va donc suivre I'algorithme en ANNEXE 1.

- Rechercher dans GLIMS le résultat de la NFP et les résultats de phénotypage lymphocytaire antérieurs lorsqu’ils existent :
o Pour les CD3, CD4 et CD8 % : différence >5% refaire le marquage si nécessaire aprés avis biologique (concordance clinico-
biologique)
o De maniére générale, un écart maximum de +10% a -20 % entre les lymphocytes de la NF et notre résultat est acceptable (soit
par exemple pour des lymphocytes NF a 2000, la fourchette est de 1600-2200).

Toute discordance méme minime implique la révision des histogrammes Aquios pour s’assurer qu’une anomalie sans alarme n’est
pas la cause de la discordance et I’application de I’algorithme de validation biologique.

Il n’est pas rare d’avoir un nombre de lymphocytes discordants avec des leucocytes concordants en particulier en cas de formule manuelle.
Rarement il est possible d’avoir un nombre de lymphocytes concordants avec des leucocytes discordants en particulier en cas de nombreux
éléments mal lysés contaminants la fenétre des leucocytes.

Cas particuliers :
- Anomalie d'un graphe, mauvaise lyse : se référer a I'algorithme de validation biologique

- En cas de présence significative (>2%) de lymphocytes double positifs CD3+/CD4+/CD8+, ajouter un commentaire sur la ligne du
pourcentage de CD3, CD4 ou CD8 selon le cas (exemple : 2,5% des lymphocytes expriment simultanément CD4 et faiblement CD8.).
Pour cela, se placer dans commentaire externe, appuyer sur la touche « Inser », sélectionner le commentaire préétabli adéquat

- Si la population de lymphocytes double-négatifs CD3+/CD4-/CD8- est >10%, penser a rajouter un panel T3TCR et/ou « doubles
négatifs » selon le contexte clinique.

- En cas de présence d’'une population CD45faible dans le nuage des lymphocytes
o Sur le Navios, fenétrer cette population pour évaluer sa proportion parmi la population lymphoide
o Dans certains cas (LLC, petites cellules, éléments altérés...), la discordance avec la NFP peut étre expliquée par un discriminant
de taille trop haut ou par I'agressivité de la lyse qui élimine des cellules. Sur le Navios, essayer de repasser les échantillons avec
un discriminant a 50. Revoir le résultat pour y associer un commentaire.
o Sur Glims, mettre un commentaire sur le pourcentage de lymphocytes
= Si la population CD45faible est bien discriminée des lymphocytes normaux: « On note la présence de x% d'une
population de cellules exprimant faiblement CD45 (polynucléaires basophiles? éléments immatures? blastes? »
= Si la discrimination entre la population CD45faible et les lymphocytes normaux n’est pas possible : « On note la présence
d’une population de cellules exprimant faiblement CD45 (polynucléaires basophiles? éléments immatures? blastes?). La
numération a été effectuée sur 'ensemble de la population lymphoide. »

- Hyperlymphocytose hors limite de linéarité: Voir validation technique 5.1.3.2

o En cas de réanalyse sur le Navios, valider les pourcentages issus de la ré-analyse sur le Navios et calculer les valeurs absolues
a partir de la NFP.
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Dans ce cas, supprimer I'analyse technique Aquios/Navios et ajouter HNUMH : « technique du laboratoire ayant utilisé la
NFP. »

En l'absence de résultats de NFP, et si les difficultés proviennent d‘une forte population CD45 faible, ne pas rendre les

valeurs absolues et ajouter un commentaire : « L’analyse de cet échantillon par cytométrie ne permet pas de rendre les
valeurs absolues des sous-populations lymphocytaires. »

Marquage non spécifique : il faut refaire le marquage sur cellules « lavées » sur ’TAQUIOS CL.

o Dans ce cas, seuls les pourcentages peuvent étre rendus a partir d’'un tel résultat. Les valeurs absolues de leucocytes et de

lymphocytes totaux doivent étre rendues a partir du passage initial et les autres VA (lymphocytes CD3, CD4, CD8) doivent étre
calculées a partir des pourcentages issus du deuxieme passage sur TAQUIOS CL.

Une fois que les résultats auront satisfait le biologiste de validation, confirmer puis valider biologiquement le résultat.
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ANNEXE 1 : ALGORITHME DE VALIDATION DES RESULTATS PROBLEMATIQUES

ALGORITHME DE VALIDATION BIOLOGIQUE DES NUMERATIONS CD3, CD4, CD8 SUR AQUIOS CL

La validation technique conformément au 5.1a permis de détecter les anomalies visibles sur les graphes analysés, Les données ont été retraitées si besoin.

Validation technique conforme

ET résultats concordants avec les ATCD :
- Ecart entre -10 et +20% pour les VA des lymphocytes

ET résultats concordants avec la NFP si ATCD discordants ou indisponibles :
- Ecart < 5% pour les d i ytai

Validation technigue non conforme

OU résultats discordants avec NFP:
- Ecart non compris entre -10 et +20% pour les VA des lymphocytes
‘Ou résultats discordants avec les ATCD sans NFP disponible
- Ecart > 5% pour les d
1
PE 2: consul RISQUES
o Graphe des leucocytes CD45LOG/SSLOG - Ne pas prendre tous les leucocytes ou inclure des érythracytes mal lysés
- Discriminant CD45 - Exclure des lymphocytes CD45faible
- (3) Fenétrage Lymphs 45 sur le graphe €D45LOG/SSLIN - Inclue des monocytes ou PNB / perdre en recouvrement / exclure des (D45 faibles
- (4) Fenétrage Lymphs EV sur le graphe EVLIN/SSLIN - Inclure des monocytes / perdre en recouvrement
- () Population CO3- sur Lymphs et CO3+All sur Lymphsall - Surestimer le compte de lymphocytestotaux et LT CD3, CD4 et CD&
ge des sur Cl /
etDiscd5

I

Fenétrage Lymphs EV et
Lymphs 45

Fenétrage Lymphs EV et

Lymghs 45

¥

1

Anomalie & la fois duLymphs.
EV ET du Lymphs45

y

v

Anomalie uniquement du
Lymphs EV ou du Lymphs45

Anoralie a la fois du Lymphs
EV ET du Lymphs 45

Anomalie uniquement du
Lymphs EV ou du Lymphs45

—

T

Marquage O
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Contamination de
CD3+All OU CD3-

CD3+All correct
ET (D3- correct

Analyse sur Navios
de la cupule
AQUIOS™

Contaminaticn de CD3+All correct
CD3+All OU (D3- ET CD3- correct

l

% et VA Marquage Op! ans Tous les
Lymphocytes totaux, lle sur Navios** résultats sont
LT CD3,CD4 et CDE corrects.
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Analyse sur Navios
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AQUIOS™

ETAPE 3: conduite & tenir pour le rendu des résultats

)
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Leucocytes AQuIos NFP* NFP* NEP ou disc AQuios AQUIOS AQuIOS
Lymphocytes (3) AQUIOS NFP* NFP* NFP ou disc NAVIOS NAVIOS AQUIDS
Lymphocytes (VA) AQuIos NFP* +code « HNUMH » | NFP* + code « HNUMH » AQuIos calcul Caleul AQuIOS
CD3+ (%) AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIDS
CD3+ (VA) AQUIOS Calcul” Calcul* AQUIOS Caleul Calcul AQUIOS
CDA+ (%) AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIOS
CD4+(VA) AQuIOS Calcul* Caleul* AQUIOS Caleul Caleul AQUIOS
CD8+ (%) AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIOS NAVIOS NAVIOS AQUIOS
CD8+ (VA) AQUIOS Calcul* Caleul* AQUIOS Caleul Caleul AQUIOS

* Siaucune NFPn’est disponible, ne rendre que les % issus du Mavios et noter un re: « L'analysede cet échantilk étrie ne permet pas de rendre les valeurs absolues des sous-populations lymphocytaires »

** Sila pureté est insuffisante, le résultat pourra &tre rendu en tenant compte de |a contam nation par les ytes et en i la ion proposée dans HI-PostA-IT-001

Tous les résultats présentant une anomalie pheénotypique ou analytique daivent &tre accompagnés d'un commentaire
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RAPPEL:
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CD3/CD4/CD8 en %: VA rapportées aux VA des lymphocytes totaux

opns

P — e 3
e E - '] & e W

®

eormsenan )

® 2
ut’\

Mot o
e 08 b 510 £ 08

g

o

o

GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)




GOSSEZ
(CC BY-NC-ND 2.0)



L'ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon et I'Université Claude Bernard Lyon 1 n’entendent donner
aucune approbation ni improbation aux opinions émises dans les théses ; ces opinions sont

considérées comme propres a leurs auteurs.

L’'ISPB - Faculté de Pharmacie de Lyon est engagé dans une démarche de lutte contre le plagiat. De
ce fait, une sensibilisation des étudiants et encadrants des théses a été réalisée avec notamment

I'incitation a I'utilisation d’une méthode de recherche de similitudes.
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GOSSEZ Morgane
Evaluation de ’AQUIOS CL pour la numération en valeur absolue des lymphocytes T CD4.

These de Pharmacie, Lyon 1, 2016

RESUME

Contexte. La cytométrie en flux (CMF) simple-plateforme basée sur |'utilisation de billes calibrées représente
la technique de référence de la numération des valeurs absolues de lymphocytes T (LT) CD4. La précision et la
reproductibilité de cette analyse biologique sont fondamentales, notamment dans le cadre du suivi des
patients séropositifs au Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH). Or, il s’agit d’'une méthode complexe,
couteuse, nécessitant des opérateurs qualifiés. Récemment, une méthode alternative, automatisée, basée sur
une approche volumétrique ne nécessitant pas de billes de quantification a été proposée (Cytometre AQUIOS
CL, Beckman Coulter). Cette technologie pourrait ainsi améliorer la standardisation et I'accréditation des
résultats de numération des LT CD4.

Objectifs. Le but de cette these a été d’évaluer les performances et la mise en place en routine de deux
cytométres AQUIOS CL dans un laboratoire de biologie clinique.

Meéthode. Nous avons effectué une premiere étude des performances de I’AQUIOS CL avant sa
commercialisation (évaluation type B-test sur site). Par la suite, nous avons réalisé une validation de méthode
pour deux AQUIOS CL installés au laboratoire, selon les recommandations du COFRAC (Comité Frangais
d'Accréditation). Enfin, nous avons évalué leur mise en pratique en routine pendant les six premiers mois
d’utilisation.

Résultats. Les résultats tres satisfaisants du B-test ont été récemment publiés (Gossez et al. Cytometry 2016)
et ont conforté le choix des AQUIOS CL pour la réalisation en routine des numérations de LT CD4 au
laboratoire. La validation de méthode a confirmé les performances dans le cadre des exigences du COFRAC
(e.g. pour les LT CD4/uL - CV reproductibilité selon les niveaux de concentrations : 2,8-5,5% ; CV répétabilité :
2,0-5,0%). Les premiers mois d’utilisation ont permis d’identifier quelques problémes mécaniques résolus
depuis par l'industriel. Nous avons également mis en évidence des problémes de lyse des érythrocytes pour
lesquels nous avons défini des algorithmes décisionnels permettant la validation biologique. Enfin, malgré un
changement radical des pratiques, I'arrivée de ’AQUIOS CL a été bien vécue par I'équipe du laboratoire
(techniciens, internes et praticiens).

Conclusion. Cette étude illustre I'intérét de ’AQUIOS CL pour la numération des LT CD4 en routine clinique
dans un laboratoire hospitalier d'immunologie cellulaire. Ces résultats seront a confirmer sur une plus longue
période d’étude, et a confronter avec ceux d’autres laboratoires équipés de cette nouvelle technologie. D’une
maniére plus générale, ce travail s’inscrit dans I'effort actuel de standardisation de la cytométrie en flux en
clinique.
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