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1. INTRODUCTION

Le systéme immunitaire est composé de plusieurs types de cellules qui exercent des fonctions
variées et spécifiques. Ces cellules protegent le corps humain contre les infections diverses et
empéchent la croissance des cellules tumorales. La plupart de ces cellules ont des fonctions
specialisées [1]. Cette réponse met en jeu deux catégories de processus : I’'immunité spécifique
ou acquise caractérisée par la reconnaissance et la mémoire d’antigéne (Ag), par opposition a
I’immunité non spécifique ou naturelle. La plupart des cellules du systéme immunitaire sont
d’origine lymphoide et les lymphocytes qui interviennent dans la réponse immunitaire sont: les
lymphocytes T (LT) dont la maturation se fait dans le thymus, impliqué dans I’immunité a
médiation cellulaire et sont divisés en 2 groupes les LT auxiliaires (LT CD4+) et LT
cytotoxiques (LT CD8+), les lymphocytes B (LB) sont des plasmocytes qui produisent des
immunoglobulines et sont impliqués dans I’immunité a médiation humorale et les cellules

natural Killer (NK) sont impliquées dans la réponse immunitaire non spécifique [2].

L’¢élévation de lymphocytes (lymphocytose) peut étre le signe d’une atteinte infectieuse, le plus
souvent virale comme I’angine, la bronchite et également le cancer (lymphome) peut provoquer
une augmentation des cellules lymphoides. La baissée du taux de lymphocyte (lymphopénie)
peut entrainer un déficit immunitaire c’est pourquoi 1’énumération des lymphocytes et
particulierement des cellules T CD4+ demeure un des outils biologiques reflétant le statut
immunitaire du patient. Par exemple, le Virus de I’Immunodéficience Humaine (VIH) a
I’origine du Syndrome de 1I’Immunodéficience Acquise (SIDA) est un virus qui attaque les
lymphocytes T CD4+ mais aussi les monocytes/macrophages [1]. De ce fait le comptage des
LT CD4+ est tres important pour la compréhension de la physiopathologie et le bon suivi
clinique des personnes infectées par le VIH [3]. En effet dans la pratique clinique, le taux des
LT CD4+ permet d’évaluer si le patient répond favorablement au traitement antirétroviral
(ARV) ou s’il évolue vers le SIDA, généralement accompagné d’infections opportunistes [4].
En recherche clinique, il est utilisé pour déterminer I’efficacité et la tolérance d’un médicament
expérimental ayant pour objectif majeur de restaurer la réponse immunitaire ou contrer un

agent pathogéne qui cible les CD4+ comme dans le cas du VIH [5].

De ce fait, plusieurs méthodes de laboratoires ont été mises au point pour faire une énumeration
fiable des lymphocytes dans le sang total [6]. Parmi ces techniques de laboratoire, la plus
utilisée est I’immunophénotypage par la Cytométrie en Flux (CMF) [7]. Elle permet (1) la
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surveillance continue des cas d’immunodéficiences chez les malades mais aussi (2) 1’évaluation
des réponses aux traitements et aux vaccins expérimentaux [8]. La CMF facilite ainsi une
analyse rapide du profil cellulaire par immunophénotypage étendu, permettant ainsi de

quantifier de nombreuses sous-populations sanguines circulantes [3].

Vu I’importance de 1’énumération fiable des lymphocytes T CD4+ dans la prise en charge des
sujets atteints de VIH et dans 1’évaluation thérapeutique des nouveaux médicaments, il est
impératif pour les laboratoires de participer a des systémes d’évaluation externe de la qualité
pour évaluer la fiabilité des résultats générés afin d’améliorer la qualité des soins fournis aux
patients et aussi pour une meilleure évaluation des médicaments et vaccins expérimentaux. Ce
contrdle de qualité externe qui fait partie des bonnes pratiques de laboratoire est une nécessité

en Afrique ou il y a depuis plusieurs années une expansion de la prise en charge des VIH+.

Au niveau du laboratoire ImmunoCore du Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC)
au Mali, nous participons depuis plusieurs années a une évaluation externe de la qualité
dénommé UKNEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Scheme for
Immune Monitoring). UKNEQAS est un grand programme de contrdle de qualité de plus de
1000 laboratoires dans le monde et cela depuis 50 ans. La mission de UKNEQAS est d’assurer
aux laboratoires un systéme de contrle de qualité externe et indépendant en offrant aux
laboratoires participants (1) une évaluation de la performance intra- et inter-laboratoire, (2) une
évaluation de la performance relative des kits et méthodes disponibles, (3) informer sur les
facteurs associés aux bonnes et aux mauvaises performances, (4) et un outil pour suivre et
améliorer la concordance des données entre laboratoires [9]. En d’autres termes, 1’objectif
principal de ce réseau de contrdle de qualité est de donner aux participants une plus grande
confiance dans les résultats qu’ils transmettent aux cliniciens pour un suivi adéquat des patients

mais aussi d’assurer la fiabilité et une reproductibilité des résultats de recherche clinique.

Dans cette thése, nous proposons d’analyser et de discuter les données de contréle de qualité
UKNEQAS obtenues sur une année (2019-2020) dans notre laboratoire. Cela nous permettra
d’examiner la performance de notre laboratoire par rapport a d’autres laboratoires a travers le
monde et de faire des recommandations concrétes pour d’autres laboratoires de recherche en

Afrique et au Mali en particulier.
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2. OBJECTIF

2.1.

Objectif général

Analyser la performance de 1’énumération des lymphocytes T (CD3, CD4, CD8) et non

T (B et NK) sur le sang total par la cytométrie en flux au sein du laboratoire ImmunoCore du

Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) au Mali.

2.2.

Objectifs spécifiques

> Evaluer la performance intra-laboratoire lors de 1’énumération des
lymphocytes dans le cadre du programme UKNEQAS en comparant les données
obtenues au sein de notre laboratoire a I’aide de deux cytométres différents a savoir le

Fortessa et le LSR-II

> Evaluer la performance inter-laboratoire de 1’énumération des
lymphocytes par la cytométrie en flux en comparant nos résultats a ceux des autres
laboratoires inscrits au programme UKNEQAS pour I’'immunophénotypage sur le sang
total.

> Identifier les erreurs et proposer des actions correctives afin d’améliorer

la performance du laboratoire.
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3. GENERALITE

3.1. Cytométrie en Flux
3.1.1. Définition
Etymologiquement, Shapiro H définie en 1948 la cytométrie comme mesure cellulaire (cyto
pour cellule et métrie pour mesure). En effet, la cytométrie en flux (CMF) est une technologie
qui permet 1’analyse simultanée des parameétres phénotypiques d’une cellule au sein d’une
population hétérogene en suspension dans un liquide de gaine. Cette analyse peut-étre
qualitative et quantitative. Elle est utilisée dans presque tous les domaines de la biologie tel
que: la biologie clinique (numération cellulaire), I’immunologie (caractérisation des sous types
cellulaires encore appelée 1I’'immunophénotypage ou tri cellulaire), la biologie cellulaire et
moléculaire (analyse du cycle cellulaire et de 1’abondance du matériel génétique), la
cancérologie (mesure de 1’apoptose et expression des signaux de dangers), etc. Elle permet de
classer les cellules en fonction de leur taille, leur granularité et les protéines exprimées en leur

surface permettant de faire ainsi un tri cellulaire fiable.

Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule) est de plus en plus multiparamétrique et
peut s’effectuer a la vitesse de plusieurs milliers d’événements par seconde. L’ordinateur est
utilisé pour calculer les données statistiques associées aux distributions des paramétres mesurés
et pour les représenter sous la forme d’histogrammes (1 parameétre) ou de cytogrammes ou plus
connu sous le nom de dot plot (2 parametres) sur une ou plusieurs populations dont les

propriétés cellulaires sont ainsi évaluees [1].

3.1.2. Historique
La CMF est née d’un besoin d’automatisation du comptage des constituants cellulaires du sang.
Le premier cytométre en flux fut créé par Moldavan en 1934 qui permettait le comptage
cellulaire & I’aide d’un microscope et d’un capillaire dans lequel passaient les cellules en
suspension [1]. En 1940, I’ingénieur électricien américain, Wallace H Coulter, exposa le
principe Coulter et le développa en 1953 pour creer le premier dispositif de comptage cellulaire
basé sur la variation d’impédance provoquée par le passage d’une cellule au travers d’un orifice
calibré au sein d’un flux [10]. En 1954, le premier cytometre fut commercialisé par Coulter, un
hémocytometre basé sur le principe de Coulter. De nos jours les automates d’hématologie
continuent a étre congus en adoptant le méme principe. Six ans apres, G6hde et collaborateurs
créa la « Flow Cell », plus précisément en 1960, ceci permettra aux cellules de passer une a une

devant un laser a ’intérieur du cytometre [11]. Cette avancée majeure fut suivie par la mise au
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point en 1974 du premier cytometre en flux de fluorescence appelé FACS-1 (Fluorescence-
Activated Cell Sorting) [12]. L’introduction de la plateforme FACS fut suivie par le
développement d’anticorps monoclonaux en 1980 par Hoffman et collegues. Dans cette
publication séminale, Hoffman réussira a intégrer 1’usage des anticorps monoclonaux pour

dissocier les sous-populations lymphocytaires T (CD4 et CD8) [13].

L’essor du développement des instruments de CMF continua a avancer jusqu’a la découverte
des premiers cas d’infections par le VIH en 1981 [14]. En effet, la CMF fut largement utilisée
dans le suivi des personnes infectées par le VIH en faisant 1’énumération des taux de
lymphocytes T CD4+ et T CD8+. Le premier CMF concu pour la numération de routine des
lymphocytes T fut commercialisé par Becton-Dickinson (BD) sous le nom de FACS Scan
[11,14]. Cet automate était composé d’un analyseur a trois couleurs et d’une seule source de
laser d’ Argon (15 mW) pour accroitre la sensibilité de détection. Apres le FACS Scan, d’autres
sources lumineuses ont été développées comme le laser a diode violette (395 & 415 nm) décrit
en 2000 lors du congres de la Société Internationale pour 1’Avancement de la Cytométrie en
Flux (ISAC en Anglais : International Society for the Advancement of Cytometry) [11]. En plus
des lasers, il y a eu d’autres avancées significatives grace a la chimie pour la mise au point de
nouveaux fluorochromes augmentant la capacité multiparamétrique des instruments de CMF et

donc le nombre d’antigéne détectable sur une méme cellule.

Aujourd’hui la CMF permet une analyse multiparamétrique (jusqu’a 50 paramétres) et
individuelle d’un grand nombre de cellules de facon simultanée et rapide. Un des challenges
actuels de la CMF est de pouvoir détecter des éléments dont la taille est environ 100 fois

inferieure a celles des cellules afin de mesurer les micro et nanoparticules comme les virus [11].

3.1.3.  Description

De nos jours, la CMF s’impose comme la méthode standard de quantification et de
caractérisation des cellules en biologie. Elle repose ainsi sur une réaction
d’immunofluorescence directe; qui grace au concours des technologies fluidique, optique et
informatique au sein du cytometre, sert a analyser des centaines de milliers de cellules en un
temps court. Actuellement les cytomeétres de routine permettent une utilisation allant de 10-50
anticorps couplés a des fluorochromes différents [15]. Les cellules sont analysées par le
cytometre en fonction de la taille, la granularité, les molécules exprimées et le contenu.

Le cytometre est un instrument trés complexe composé de 3 systemes :
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3.1.3.1. Systeme Fluidique
Il sert & introduire, canaliser les cellules et les amener au niveau du laser. Les cellules en
suspension sont introduites dans une veine sous pression (liquide de gaine), qui sert a aligner
les cellules pour qu’elles puissent passer une a une devant les lasers. A la fin du parcours de la
suspension cellulaire, les cellules peuvent étre triées et récupérées ou evacuées vers un flacon

de collection des déchets.

3.1.3.2. Systeme Optique
Il est composé de lasers et de filtres pour exciter, détecter et amplifier les différents signaux
émis (miroirs dichroiques et photomultiplicateurs). Les cellules sont classées en fonction de
leur taille et de leur granularité. Le Foward Scatter (FSC) collecté dans I’axe du faisceau (I’axe
des abscisses) qui correspond a la lumiere diffractée et dont le signal est relatif a la taille de la
cellule. Le Side Scatter (SSC) qui fait un angle de 90° (I’axe des ordonnées) avec le faisceau
incident a la longueur d'onde 488 nm pour déterminer la granularité ou la structure de la cellule.
La présence de plusieurs lasers de type différents permet de multiplier le nombre de
fluorochromes aux caractéristiques spectrales  différentes. Les détecteurs ou
photomultiplicateurs spécifiques d’un intervalle de longueur d’onde transforment la lumiére
émise en un signal dont I’intensité est proportionnelle a 1’énergie lumineuse [16].

3.1.3.3. Systeme Electronique
Il convertit les signaux optiques (photons) en signaux électroniques (volts) visibles sur I’écran
d’un ordinateur. Les signaux sont ainsi récoltés par des photomultiplicateurs afin d’étre

amplifiés, numérisés et stockés dans un ordinateur.
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Figure 1: Photo du Fortessa ™ X-20 du Laboratoire UCRC

3.1.4. Principe de Fonctionnement d’un Cytometre

3.14.1. Principe Général
Le principe est basé sur le tri cellulaire qui peut étre défini comme une séparation physique de
cellules ou de particules en suspension a partir d’une population ou d’un échantillon hétérogéne.
Les cellules ou les particules sont marquées par des anticorps monoclonaux fluorescents
facilitant la détection des différents types de cellules. Les spécialités les plus commercialisées
sont les « Clusters of Differentiation » en Anglais (CD : CD3, CD4, CD8, etc..) ou marqueurs
de différentiation. Ce tri est effectué en faisant circuler dans I'appareil un liquide de gaine
(solution tampon) et I'échantillon. Le passage des cellules les unes les autres, est réalisé par le
principe de focalisation hydrodynamique. La progression du liquide contenant les cellules a
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travers le cytomeétre fait que chaque cellule est excitée par un ou des faisceaux de laser. Chaque
cellule émet alors des signaux lumineux qui sont captés par des détecteurs. En général, 3 types
de signaux sont détectés :

e la lumiere diffusée aux petits angles (Forward Scatter, FSC) qui informe sur la taille
des cellules;

e la lumiere diffusée a 90 degrés (Side Scatter — SSC) qui donne des spécifications sur la
forme, la structure interne et la granularité des particules cellulaires;

e les signaux de fluorescence qui peuvent étre de deux sortes: (1) les fluorescences émises
par la cellule elle-méme (auto fluorescence) et (2) les fluorescences eémises par un anticorps
couplé a un fluorochrome et qui se lie spécifiqguement a la cellule en reconnaissant des antigenes

particuliers sur la surface de la cellule ou ceux qui sont infernalement localisés.

Ces signaux, séparés par des filtres optiques, sont collectés par des photomultiplicateurs (PMT),
amplifiés, numérises, traités et stockés par un ordinateur. Une fois que les signaux optiques sont
convertis de fagon proportionnelle en signaux électroniques puis en chiffres, les données sont
stockées dans 1’ordinateur du cytometre sous forme de fichier FCS (Flow Cytometry Standard)
a I’aide d’un logiciel (FACS DIVA pour le Fortessa et le LSR-II) qui permet aussi d’obtenir
des statistiques concernant les populations cellulaires et les parametres identifiés. Le fichier
représente une liste de valeurs numériques de chaque parametre étudié pour chacune des
cellules analysées. Les données peuvent étre représentées sous forme : (1) d’histogramme
mono-paramétrique ou 1’axe des abscisses représente 1’intensité du signal analysé et I’axe des
ordonnées renseignant sur le nombre de cellules; (2) d’histogrammes bi-paramétriques ou
cytogrammes ou « dot plot» en Anglais présentant deux signaux simultanément [3]. La
configuration générale d’un cytometre et le mode d’analyse de chaque particule cellulaire sont
représentés dans la Figure 2 ci-dessous. Aussi, le tri cellulaire des leucocytes du sang total selon

leur taille et leur granularité est indiqué dans la Figure 3.
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Figure 2: Principe de Fonctionnement de la Cytométrie en Flux (Source : [17])
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Figure 3: Identification des leucocytes humains dans le sang total selon la taille et la
granularité des cellules par CMF (Source : laboratoire UCRC)

3.14.2. Fluorochromes

Les fluorochromes sont des produits chimiques photo-réactifs qui peuvent absorber de I'énergie
via l'interaction d'un électron orbital dans la structure atomique de la molécule avec un photon
de lumiére. En cytométrie en flux, I'énergie lumineuse est généralement dérivée d'un laser
monochromatique, qui est utilisé pour produire I'excitation prévisible d'un fluorochrome irradié,
suivie de I'émission ultérieure d'un photon lorsque I'électron excité se détend vers son état
fondamental d'origine. Les fluorochromes les plus classiques sont généralement excité a 488nm
a I’aide du laser appelé Argon [18,19]. Ces fluorochromes sont les suivants :

e I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC, fluorescein isothiocyanate en Anglais) est un
dérivé de la fluorescéine, utilisé en CMF. Le FITC possede un pic d'excitation et d'émission a
495 nm et 521 nm, respectivement en donnant une coloration verte d’ou sa détection au niveau
du detecteur FL1,;

e laphycoérythrine (PE) est un pigment rouge qui est utilisé comme marqueur fluorescent
en CMF. Elle a la propriété¢ d’absorber la lumicre verte et bleue (principalement entre 450 et

550 nm). Ce fluorochrome est détecté a 1’aide du détecteur FL2;
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e le PercP-Cy.5.5 est un fluorochrome en tandem composé de protéine chlorophylle de
péridinine (PerCP), qui est excité a 488 nm a 1’aide du laser a ion Argon servant de donneur
d'énergie. Il est couplé au colorant cyanine (Cy ™ 5.5), qui agit comme accepteur d'énergie et
émet une fluorescence a 695 nm. C’est le fluorochrome typique du détecteur FL3;

¢ I’allophycocyanine (APC) est un pigment photosynthétique accessoire présent dans les
algues bleu-vert. C’est un fluorochrome trés brillant détecté au niveau du détecteur FL4 qui
convient parfaitement aux applications de la CMF. Il a la méme longueur d’émission que le PE-

Cy7 ainsi représenté sur la figure ci-dessous.
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Figure 4: Exemple de longueur d'ondes des différents fluorochromes utilisés en CMF
(Source : [20])

Il y a maintenant prés de 30 fluorochromes utilisés, qui peuvent étre couplé aux anticorps
monoclonaux. Tous les fluorochromes ne peuvent pas étre utilisés en méme temps, du fait de
leur chevauchement spectral. Cependant cela permet de donner un choix plus important au
chercheur quand il développe un panel de cytométrie. De plus, les compagnies qui vendent les
anticorps monoclonaux les proposent maintenant dans un grand nombre de « couleurs », ce qui
¢vite d’une part d’avoir a conjuguer soi-méme les anticorps avec les fluorochromes d’intérét,

et d’autre part cela ajoute une flexibilité supplémentaire, afin d’avoir le meilleur panel possible.
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Derniérement, une nouvelle classe de fluorochromes, les nanocristaux ou QDots, sont apparus et
ont contribué & un nouveau bond en avant du nombre de parametres mesurés. Ces nanocristaux
(au nombre de 8, de QD525 a QD800) ont la double particularité¢ d’avoir une large longueur
d’onde d’excitation et donc d’étre tous excitable par le méme laser (le violet) et d’avoir aussi
une tres petite longueur d’onde d’émission, ce qui minimise les chevauchements de spectre
d’émission avec d’autres fluorochromes. Leur intensité de fluorescence est en général trés
bonne. Ainsi, les QDots sont de parfaits fluorochromes pour I’utilisation dans un panel a
plusieurs couleurs, mais il convient de rester prudent car leur utilisation est relativement récente

et mérite encore d’étre évaluée [1].

3.1.4.3. Lasers
Aujourd’hui, les lasers sont beaucoup plus petits, ne requiérent plus de systéme de
refroidissement et ils fournissent une excitation stable a diverses longueurs d’onde. Les 3 lasers
les plus couramment utilisés de nos jours sont le bleu (488 nm), le violet (405 nm) et le rouge
(633 nm). Le laser vert a 532 nm fournit plus de sensibilité, comparé au laser bleu, pour les
fluorochromes tel que PE. Le laser UV (350 nm) permet la mesure des colorants Hoechst, pour
la mesure de I’ADN et reste en grande partie réservé a cette application. Enfin, récemment le
laser jaune (560 nm) et orange (610 nm) viennent combler le « trou » entre le vert (532 nm) et

le rouge (633 nm) et permettent de couvrir tout le champ d’excitation de la lumiére visible [1].

3.1.5. Caractéristiques du Cytometre BD LSR Fortessa ™ X20 de ’'UCRC
Le BD LSR Fortessa ™ X-20, communément appelé Fortessa, est I’un des cytométres de
derniére génération de la compagnie Becton Dickinson (BD) et qui fera 1’objet de cette thése.
Cet instrument équipé de 5 lasers et de filtres peut simultanément caracteriser jusqu’a 20
parametres dans une seule cellule. L’acquisition et 1’analyse des données se font grace a un

logiciel appelé FACS DIVA.

Le Fortessa utilisé pour cette étude au sein du laboratoire ImmunoCore de ’'UCRC est équipé

de 4 lasers avec les caractéristiques de configuration suivantes :

> Le laser bleu dont la longueur d’onde est 488 nm (50 nW)
> Le laser rouge dont la longueur d’onde est 640 nm (40 nW)
> Le laser violet dont la longueur d’onde est 405 nm (50 nW)
> Le laser UV dont la longueur d’onde est 355 nm
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Il faudra retenir le fait que ce Fortessa n’a que 4 lasers au lieu de 5 est un choix du laboratoire
car le besoin n’y était (pour le moment) pas pour le laser orange. Ces quatre lasers et leurs filtres

respectifs sont configurés de fagon standard comme indiquée au niveau de la Figure 5.

Blue Laser
(488nm)
FSC

PErCP-Cy5-5
PErCP-Cy5
PercPp

FITC
Alexa Fluor 438

PE-Texas Red
Pl

Figure 5: Exemple de configuration du Laser Bleu du Fortessa au Mali (Source : UCRC)

3.1.6. Avantages de la Cytométrie en flux
La CMF a cing caractéristiques essentielles : ’analyse quantitative, la sensibilité de détection,

la vitesse d’acquisition (rapidité), I’analyse multiparamétrique et le tri cellulaire.

Page | 13



3.1.6.1. Analyse quantitative
Elle est trés importante et permet I’analyse d’un trés grand nombre de cellules dans un temps
relativement court. Cette vitesse de travail permet d’avoir des données bien plus fiables et
solides que la microscopie optique, qui ne peut compter que quelques centaines de cellules. Au
microscope, il est difficile de classer les cellules en fonction de leur fluorescence. La CMF peut
donc classer les cellules en quatre catégories selon leur fluorescence, leur taille (FSC) et leur
granularité (SSC) : négative, faible, moyenne et forte sont en général utilisées en microscopie.
Par contre, un cytometre avec amplificateur logarithmique permet de quantifier rigoureusement
chaque critere optique sur une gamme de 1 a 10 000 unités arbitraires de fluorescence [3,21].
Par exemple, la CMF permet d’avoir quatre populations de cellules en analysant le sang total :
érythrocytes ou débris, lymphocytes, monocytes et les granulocytes (Voir figure 3).

3.1.6.2. Sensibilité de détection
La CMF permet de discerner le bruit de fond d’une fluorescence réelle. De ce fait, il est possible
de différencier une population de cellules lymphoides portant environ 1 000 déterminants
antigeniques par cellules avec cette méthodologie.

3.1.6.3. Vitesse d’acquisition
La vitesse moyenne d’analyse d’un cytometre classique est de 1 000 événements par seconde.
Il est aussi possible d’atteindre jusqu’a 10 000 événements par seconde de maniere fiable en

utilisant les instruments modernes tels que le Fortessa.

3.1.6.4. Analyse multiparamétrique
La CMF permet ’analyse de plusieurs paramétres simultanément au niveau des cellules.
Actuellement, les meilleurs instruments en cytométrie peuvent voir jusqu’a 18 fluorescences en
plus de la taille et la granularité soit un total de 20 parameétres. Aucune autre méthode d’analyse
en Biologie n’offre autant d’information sur la cellule et de polyvalence que la CMF [3].
Remarquablement, le dernier instrument de cytométre mise au point et commercialisé par la
compagnie Becton Dickinson (BD) et connu sous le nom de BD FACS Symphony ™ peut
évaluer jusqu’a 50 parametres par cellule.

3.1.6.5. Analyse tri-cellulaire
La CMF permet d’isoler les cellules avec des taux de pureté de plus de 99% afin de faire un tri
cellulaire (aussi connu sous la déenomination de « Sorting » en Anglais). Ces cellules peuvent
étre cultivées pour gagner en nombre de cellules homogénes a analyser. La plus grande pureté

des populations tirées par la CMF ne peut donc étre obtenue qu’au prix d’une sérieuse limitation
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du nombre de cellules recueillies et d’une surveillance constante lors de la séparation cellulaire
[21].
3.1.7. Limites de la CMF
De nos jours, les limites majeures de la CMF sont les suivantes :
e absence d’analyse cinétique portant sur une méme cellule car I’acquisition étant
effectuée en un temps bien précis
e difficulté d’analyser ou de quantifier les molécules trés faiblement exprimeées
surtout lorsqu’elles sont intracellulaires;
e besoin d’avoir un nombre conséquent de cellules au départ (quelque centaines
de milliers) pour obtenir une analyse fiable;
e variabilité intra et inter laboratoire nécessitant un systéeme de contréle de qualité
interne et externe rigoureux;
e codt élevé des anticorps pour les laboratoires a budget limité.
3.1.8. Applications de la CMF
La CMF couvre un champ d’application tres large dans les disciplines trés variées comme
I’immunologie, ’hématologie, la cancérologie et la génétique autant dans les domaines de la
recherche fondamentale que ceux de la recherche clinique et des applications cliniques. En
immunologie, la CMF est utilisée pour la détection ou 1’identification des sous-types des
cellules impliquées dans les réponses immunitaires. Par exemple, on effectue le suivi des
patients séropositifs pour le VIH en quantifiant le taux des cellules T CD4+ dans le sang total.
De méme, I’abondance de polynucléaires basophiles dans le sang périphérique en présence d’un
allergene donné est déterminée en utilisant la CMF. De la méme facon, la CMF est utilisée en
canceérologie pour la détection du contenu anormal d’ADN dans le noyau de la cellule tumorale
ou pour déterminer une prolifération cellulaire inadéquate. En conclusion, les applications de
la CMF en biologie et en médecine cliniques sont nombreuses [1,22].
Les plus répandues sont les suivantes:
e le suivi des personnes affectées par une immunodéficience innée ou acquise ;
e le phénotypage des plaquettes;
e le phénotypage du systeme HLA (Human Leucotyes Antigen en Anglais);
e le diagnostic biologique et le suivi clinique des hémopathies malignes tel que les
leucemies aigués et les hyper-lymphocytoses;

e e test d’activation et de quantification des basophiles en allergologie.
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3.2. Technique d’Immunophénotypage

3.2.1.  Définition et Principe
L'immunophénotypage ou tri cellulaire est une technique immunologique de CMF qui permet
grace a des anticorps spécifiques marqués par des fluorochromes de faire I’identification et
I’énumération des sous-types cellulaires au niveau du sang total ou de cellules congelées ou
mise en culture. C’est la technique de base et celle qui est la plus utilisée en CMF.
Cette technique est utilisée en routine au laboratoire grace a la simplification et a I’amélioration
des performances des cytomeétres (en particulier les lasers) mais aussi la disponibilité de
nombreux anticorps couplés a différents fluorochromes (couramment appelé MultiSet)
permettant de faire une analyse multiparamétrique rapide et fiable. En plus, la sophistication
des logiciels d’analyse de données telles que FLOWJO a augmenté la capacité de mesurer
simultanément de nombreux parameétres cellulaires.
Plusieurs types de prélevements peuvent étre analysés par cette méthodologie. Ces
prélévements sont les suivants [23]:

e e sang total,

¢ la moelle osseuse;

e |e liquide céphalo-rachidien;

e les liquides d’épanchements divers;

e toutes suspensions cellulaires, sous réserve contraintes de conservation des

cellules dans ces divers milieux.

Les progres techniques dans le domaine d’immunophénotypage donc de cytométrie en flux ont
eu un impact significatif dans 1’énumération des lymphocytes T CD4+. Avant le début de
I’épidémie du SIDA, le comptage des cellules T CD4+ était réalisé par microscopie de
fluorescence. Grace a la CMF, on utilise actuellement des anticorps monoclonaux spécifiques
pour identifier non seulement les lymphocytes T CD4+ mais aussi celles qui ont des fonctions
de cellules auxiliaires et suppresseurs des lymphocytes T CD4 dans le sang total [7].

3.2.2.  Exemple de populations lymphocytaires par immunophénotypage
La quantification des sous populations lymphocytaires permet d’explorer a fond I’immunité
cellulaire. En général les lymphocytes du sang périphériques identifiés par I’expression du
marqueur CD45 sont divisés en 2 grandes sous-populations lymphocytaires : les Lymphocytes
T et les Lymphocytes non-T. Ces deux sous-populations sont différenciées par la présence ou

I’absence de marqueur CD3.
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Parmi les lymphocytes T (CD3+), on peut distinguer quatre sous populations

e CDA45+/CD3+/CD4+/CD8-, plus connu sous le nom de lymphocytes T CD4+;

e CD45+/CD3+/CD4-/CD8+, pour les lymphocytes T CD8+;

e CD45+/CD3+/CD4+/CD8+, pour les lymphocytes T doubles positifs;

e CD45+/CD3+/CD4-/CD8-, pour les lymphocytes T immatures ou double négatives.
De méme les lymphocytes non T (CD3-) regroupe les cellules B (CD19+) et les cellules
Natural Killer communément appelées NK (CD16+CD56+), qui contrairement aux CD3+
sont en général reparties en 2 sous populations :

e CD45+/CD3-/CD19+/CD16-CD56- pour les lymphocytes B

e CD45+/CD3-/CD19-/CD16+CD56+ pour les cellules NK.
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Figure 6: Identification des sous populations lymphocytaires par immunophénotypage

(Source : laboratoire UCRC)

3.3.  Controle de Qualité

Selon I’Organisation mondiale de la Santé (OMS), le contrdle de qualité peut étre comme la
partie qui assure la gestion de la qualité des résultats se basant sur les exigences d’Organisation
Internationale de la Normalisation (1ISO900:2000) [24]. Autrement dit, le contrdle de qualité
(CQ) est un ensemble de procédures mises en ceuvre pour assurer la fiabilité des résultats jour
apres jour et sur une longue période de temps [25]. Il s’applique a tous les types de méthodes,
soit quantitatifs, semi-quantitatifs ou qualitatifs. Selon le type de la méthode et la catégorie de
matériaux de contrdle utilisés, le CQ renseigne sur les indicateurs de performance telle que
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I’exactitude, la fidélité et la justesse [25]. De part cette définition, le contrdle de qualité pour
les laboratoires de recherche clinique et d’analyses biomédicales est un outil qui permet
d’assurer la fiabilité des résultats générés. Le contrle de qualité a pour but de détecter,
d’évaluer et de corriger les erreurs dues a un défaut du systéme d’analyses, des conditions de
I’environnement ou des conditions d’exécution de 1’opérateur avant que les résultats du patient

ne soient rendus aux cliniciens [24,25].

Les procédures de contrdle de qualité sont exigeant et nécessitent la réalisation de plusieurs
¢tapes primordiales afin d’assurer la confiance dans les résultats transmis. Ces étapes sont
indépendantes du type d’analyse réalisé. Spécifiquement, les étapes pour mettre en ceuvre et
maintenir un programme de contrdle de qualité sont [25]:

v" créer des lignes de conduite et des procédures écrites;

v" inclure les actions correctives;

v" former le personnel du laboratoire;

v"assurer une documentation compléte;

v" revoir les données du contréle qualité.

L’utilisation de la Cytométrie en Flux doit étre soumise & un contréle de qualité afin de garantir
la fiabilité et la reproductibilité des analyses. Particuliérement, il est essentiel de faire des
contréles de routine appropriés pour mesurer et de contrdler les chevauchements spectraux des
fluorochromes couramment utilisés, les liaisons non spécifiques des réactifs et les variabilités
liées aux utilisateurs etc.... Pour ce faire, I’opérateur aura besoin de faire le contr6le de qualité
interne et externe pour une énumération précise et de qualité des lymphocytes notamment les

cellules T CD4+. Les détails de ces CQ internes et externes sont décrits ci-dessous.

3.3.1. Controdle de Qualité Interne

Le laboratoire doit concevoir des systemes de contrdle de qualité interne dans le but de vérifier
que la performance des équipements n’est pas altérée du jour au jour et/ou pour valider la
qualification technique de I’opérateur. Il permet de surveiller en continue, tel un film, la qualité
des résultats produits en évaluant des indicateurs de performance tel que I’exactitude, la fidélité
et la justesse des processus analytiques et en validant la calibration des instruments [25].

Le contrdle de qualité interne des cytomeétres se fait en général a ’aide de billes marquées qui
sont commercialisees sous différents noms selon les caractéristiques du cytomeétre utilisé. Pour

le Fortessa, les billes CST « Cytometer Set up Beads » sont recommandées. Ces billes
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permettent de vérifier des paramétres du cytometre afin d’optimiser la performance de
I'instrument. Pour ce faire, les billes sont passées sur le cytometre tous les jours ou avant chaque
utilisation de fagon a calculer les déviations par rapport a des limites de tolérance déterminées
tous les six mois. Cette limite de tolérance, communément appelés « Baseline » est unique pour
chaque lot de billes et peut varier selon I’instrument. Un exemple de rapport de contrble

journalier se trouve au niveau de I’annexe de cette thése.

3.3.2. Evaluation Externe de la Qualité

L’évaluation externe de la qualité est une procédure d'évaluation des performances d'un
laboratoire par le biais d'une comparaison inter-laboratoires réalisée par un organisateur
indépendant respectant substantiellement les exigences de 1’Organisation Internationale de la
Normalisation (ISO) 43-11 et la réglementation en vigueur a 1’aide d’échantillon de contréles
inconnus [9].

Il est aussi connu sous d’autres termes tels que 1’Assurance de qualité externe, 1’évaluation
externe de la qualité, I’essai d’aptitude, le test d’aptitude ou programme d’assurance qualité
externe. Quel que soit le terme utilisé, le contréle de qualité externe permet de faire une
évaluation externe, indépendante, ponctuelle ou longitudinale de la qualité des résultats
produits. Il permet aussi de vérifier du pré au post-analytique les données générées par un
laboratoire ainsi qu’a évaluer et comparer différentes méthodes d’analyses [25]. Il a également
un objectif de formation continue et d’éducation. Il améliore la performance des participants et
renforce la confiance dans les résultats transmis. Le laboratoire doit aussi participer a des
comparaisons inter-laboratoires telles que celles organisées dans le cadre du programme
d’évaluation externe de la qualité. L’évaluation externe de la qualité peut aussi servir a
démontrer la qualité des résultats a des tiers tels que médecins, collaborateurs, patients,
organisme d’agrément, etc.

Pour obtenir une énumération fiable du taux de lymphocytes, spécifiquement les T CD4+, les
programmes internationaux d’évaluation externe de la qualité des données
d’immunophénotypage ont été mis en place pour les laboratoires. De nos jours, plusieurs
programmes de contrble de qualité internationale existent mais les plus reconnus sont ceux du
Royaume-Uni appelé UKNEQAS qui veut dire en Anglais : United Kingdom National External
Quality Assesment Scheme ou le Service National d’Evaluation et de Contrble de Qualité
Externe des Royaume-Unis et le College of American Pathologists (CAP) basée aux Etats Unis
d’Amérique. Le role majeur de ces programmes est d’informer et de conseiller des laboratoires

en ce qui concerne la qualité des analyses et I’exécution des tests de performance dans le but
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d’une meilleure prise en charge des patients [21]. En effet, la participation aux évaluations
externes de la qualité par des programmes agréés tel que ’'UKNEQAS ou le CAP est également
une condition préalable pour les laboratoires qui cherchent a obtenir une Accréditation aux
normes 1S0151989 (Organisation Internationale de Normalisation). De ce fait, chaque
laboratoire désirant participer au programme doit s’inscrire moyennant un colt annuel par
instrument disponible dans le dit laboratoire. Aussi, ce co(t de la participation dépend de la
localisation du laboratoire car il inclut les frais de transport des échantillons de contrdle a
analyser. UKNEQAS est le contréle de qualité externe utilisé par le laboratoire ImmunoCore
de ’'UCRC pour les tests d’immunophénotypage réalisés sur les 4 cytometres disponibles au
niveau de ce laboratoire.

Ces cytomeétres sont : le Fortessa, le LSR-11, et deux FACS Caliburs.

L’AFREQAS (African Regional External Quality Assessment Scheme) est un organisme
Africaine, qui a été¢ mise a ceuvre a Johannesburg regroupant une vingtaine de pays et a pour
but d'établir un réseau de laboratoires CD4 soutenant les programmes de thérapie antirétrovirale
VIH/SIDA et d'améliorer la qualité des tests CD4 régionaux grace a I'évaluation externe de la
qualité [26].

Dans le temps au Mali, I’Institut National de Recherche et de Santé Publique (INRSP) faisait

une évaluation externe de qualité des laboratoires mais actuellement, il ne le fait plus.

3.3.3. Programme UKNEQAS

L UKNEQAS est basé au Royaume-Uni, UKNEQAS est un grand réseau de contréle de qualité
regroupant plus de 1 000 laboratoires dans le monde et cela depuis plus de 50 ans. UKNEQAS
aun role éducatif et ce role éducatif est atteint en soulignant les meilleures pratiques, les erreurs
courantes ou les mauvaises pratiques, des conseils a jour et des problémes de performance
cliniquement pertinents [8,9]. Depuis 1969, UKNEQAS fournit des évaluations externes de la
qualité aux laboratoires au Royaume-Uni et a I’étranger. Les résultats des programmes de
IP’UKNEQAS garantissent la solidité, la précision, I’exactitude et par consequent la valeur
clinique des tests cliniques en laboratoire sur des patients et ce quel que soit I’endroit ot ils sont
effectués. Ces résultats contribuent par ailleurs a 1’¢laboration de directives nationales et
internationales, et constituent le fondement de la génération des résultats de laboratoires
cliniques utilisés a des fins de diagnostic et de surveillance des patients tout au long de leur

traitement mais aussi pour des fins de recherche clinique.
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Sur le plan légal, UKNEQAS est une société a but non lucratif a responsabilité limitée par
garantie et un organisme de bienfaisance enregistré au Royaume-Uni. Les programmes de
contréle de qualité dirigés par "'UKNEQAS combinent des programmes qualitatifs, quantitatifs
et interprétatifs. Néanmoins, tous ces programmes sont a but non lucratif et sont congus pour
aider a améliorer les participants plutét que les punir. De plus, le programme UKNEQAS est
ouvert a tous types de laboratoires (cliniques, de recherche, industriels) et est accessible dans
le monde entier, ce qui en fait probablement 1’un des plus grands réseaux d’évaluation de la

qualité externe au monde. Le site web officiel de la société est le www.uknegas.org.uk.

La mission du programme UKNEQAS est d’assurer I’accés a un niveau de controle de qualité
externe approprié en fournissant aux participants :

e une évolution des performances intra et inter laboratoires;

e les performances relatives des kits et méthodes disponibles;

e fournir des informations sur les performances relatives des différentes méthodes;

e informer sur les facteurs associés aux bonnes et aux mauvaises performances;
Pour accomplir sa mission, UKNEQAS se concentre sur les tests qui font une différence dans
les soins aux patients. Ce programme couvre les tests pour I'ensemble du spectre de maladie,
des cancers aux maladies auto-immunes, en passant par la transfusion sanguine et la

transplantation, ainsi le suivi des maladies génétiques et l'allergie.
En résume, 1’adhésion au programme UKNEQAS donne aux participants une plus grande

confiance dans les résultats qu'ils délivrent aux cliniciens lors des analyses de routine ou pour

des protocoles de recherche, et améliore la qualité des soins fournis aux patients.
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4. METHODOLOGIE

4.1. Cadre et Lieu d’étude

Notre étude s’est déroulée au Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC), situé au
sein de la Faculté de Médecine et d’Odontostomatologie (FMOS) et de la Faculté de Pharmacie
(FAPH), de I’Université des Sciences, des Techniques et des Technologies de Bamako
(USTTB) au Mali. Spécifiquement, les analyses étaient effectuées au sein du Laboratoire
ImmunoCore, qui est le seul laboratoire au Mali équipé de cytomeétres dont un BD LSR
Fortessa™ (communément appelé Fortessa), un BD™ LSR-II, et deux BD FACS Calibur™.
Remarquablement, ces 4 instruments de cytométrie sont tous inscrits pour 1’évaluation de
contréle de qualité externe en immunophénotypage des leucocytes du programme UKNEQAS.
Afin d’atteindre nos objectifs, nous nous sommes focalisés sur les cytometres de derniere

génération qui sont disponibles dans notre laboratoire a savoir le Fortessa et le LSR-II.

4.2. Type d’échantillons

Les analyses de laboratoire ont concerné les échantillons de contréle de qualité en
immunophénotypage des leucocytes du programme UKNEQAS, plus précisément les essais:
192001, 192002, 192003, 192004, 192005 et 192006 qui ont commencé de Mai 2019 et ont
pris fin en Mars 2020. Par convention, le programme UKNEQAS effectue six envois par an en
raison de deux échantillons différents par envoi dont deux aliquots de chaque échantillon par
cytométre a évaluer. Au total 12 échantillons différents, envoyés par série de deux aliquots (24
au total), ont été analysés par notre laboratoire pour chaque instrument a évaluer. Ces
échantillons étaient du sang total stabilisé collecté chez des porteurs sains qui ont été testés
négatifs pour les pathogenes suivants : le VIH-1, le VIH-2, le virus de I’hépatite B, le virus de
I’hépatite C et celui de la Syphilis. Ces échantillons de sang étaient collectés dans des tubes
contenant un anticoagulant suivant une procédure propriétaire de stabilisation pour préserver
I’intégrité des sous-populations de lymphocytes circulants [8]. Les valeurs des lymphocytes de
chaque échantillon étaient déterminées a 1’avance par le personnel du laboratoire du programme

UKNEQAS avant I’envoi vers le Mali ou d’autres pays.

4.3. Traitement de I’échantillon au laboratoire ImmunoCore de ’'UCRC
Les échantillons ont été traités selon la méthode des «deux plateformes » appelée en
Anglais « Dual Platform » qui repose sur le couplage de la Numération Formule Sanguine

(NFS) des globules blancs ou leucocytes a 1’aide d’un analyseur d’hématologie suivi d’un tri-
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cellulaire ou immunophénotypage par la cytométrie en flux. Les données générées a 1’aide de
la cytométrie étaient analysées en utilisant le logiciel FlowJo™. Les caractéristiques du
protocole de préparation, d’acquisition des échantillons et d’analyse des données dans notre

laboratoire pour le programme UKNEQAS sont représentés dans le tableau suivant.

Tableau I: Méthodes de traitement des échantillons UKNEQAS au laboratoire UCRC

Caractéristiques Parametres
Meéthode de préparation des échantillons Lyse/Lavage
M¢éthode d’acquisition des échantillons Deux Plateformes
Méthode d’analyse des échantillons CD45/SSC

4.4. Numération Formule Sanguine (NFS)

Nous avons utilisé le CELL-DYN Ruby pour déterminer le nombre de leucocytes contenu dans
chaque échantillon testé. Le CELL-DYN Ruby est un analyseur d'hématologie automatisé et
multiparamétrique congu pour effectuer une NFS fiable dans les laboratoires cliniques et/ou de
recherche de volume moyen. Cet instrument utilise la technologie MAPSS (Multi-Angle
Polarized Scatter Separation ou Séparation de Dispersion Polarisée Multi-angle en francais)
pour effectuer une analyse cellule par cellule a partir d'une seule dilution afin de dénombrer et
différencier les leucocytes et fournir les performances nécessaires pour les échantillons a tester
[27]. De plus, I'instrument utilise une analyse optique de diffusion de la lumiére laser, sans avoir
besoin de se reporter a un autre mode de test, pour fournir a la fois le nombre de globules rouges

et de plaquettes. Les caractéristiques de cet instrument sont présentes dans le Tableau 1.

En effet ’'UCRC dispose de deux CELL-DYN Ruby pour assurer le traitement des échantillons
de différents protocoles de recherche. La photo de I’appareil, qui se trouve dans notre
laboratoire est représentée ci-dessous dans la page suivante. Les échantillons étaient analysés
en faisant passer le tube ouvert sous ’aiguille de prélevement de 1’analyseur. La quantité de
sang aspirer par 1’aiguille passait dans le systeme fluidique pour atteindre le point d’impact au
niveau du champ optique. Apres, les données étaient visualisées en quelque secondes sur
I’ordinateur intégré a I’analyseur. Les résultats étaient ensuite imprimés puis enregistrer sur un
fichier Excel. Un exemple de fichier de données obtenues a partir de 1’analyseur CELL-DYN

Ruby se trouve dans I’annexe de cette theése.
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Figure 7: Photo du CELL-DYN Ruby de notre laboratoire UCRC

Tableau Il: Caractéristiques générales du CELL-DYN Ruby* [27]

Caractéristiques

Parametres

Cadence maximale (mode passeur auto)

84 échantillons par heure

Volume d’échantillon

Mode ouvert: 150 pl, Passeur d'échantillon: 230 pl

Réactifs

Quatre (4) réactifs

Plages de mesures analytiques

GB  0,02-246,8 x 103/uL
GR  0,00-7,50 X 105/uL

HGB 0,0-25,0 g/dl

HCT 8,3-79,8%

VGM 58-139 i

IDR  10,0-29,8%

PLT 0,0-3000 x 10%/uL

VPM 4,3-17,2 fl

RETC 0,2-22,9%

Gestion des données

Systeme d'exploitation Windows®

Poste de commande

Un seul ordinateur équipé d'un écran tactile couleur,

d'un clavier et d'une souris
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4.5.  Immunophénotypage

L’ immunophénotypage est la technique de base pour faire le tri-cellulaire dans un échantillon
de sang total a I’aide d’anticorps marqués par des fluorochromes, qui émettent des signaux
fluorescents lorsqu’ils sont excités par le ou les lasers du cytométre. Le principe détaillé de cette

technique se trouve au niveau du chapitre 3 (Généralités) de cette these.

45.1. Préparation des réactifs
Pour ce protocole nous avons utilisés les solutions suivantes :

- le BD-Wash qui est une solution de lavage. Sa composition est la suivante :

e 500 ml de la solution PBS 1X (Phosphate Buffer Saline) ou Tampon phosphate Saline
1X (Cat#: ABI-102-01 ; ABI American Biolnnovation)

e 7,1 ml de la solution BSA (Bovine Saline Albumin) ou Sérum d’Albumine Bovine (Lot#:
SLBG6589; SIGMA)

¢ 0,5 g d’azide de sodium (Cat#: 034K0234 ; SIGMA)

Ce mélange était filtré a I’aide d’un filtre de 500 ml de volume (Cat#: SCGPUO5RE, Lot#:
MP175008SA Millipore Express). Le BD-Wash préparé était conservé au réfrigérateur pour
une durée maximale d’un mois.

- le FACS-Lyse (10X) qui est une solution permettant de faire la lyse des globules rouges
dans le sang total. Elle était fournie par BD sous une forme concentrée (10X) qui devait étre
diluée au un dixieme (1/10) dans un récipient stérile pour avoir une concentration finale a 1X.
Le FACS-Lyse (1X) était conservé a la température ambiante jusqu’a utilisation et pour une
durée d’un mois.

e 25 ml de FACS-Lyse (Cat#: 349202 ; BD Biosciences)

e 225 ml d’eau distillée.

- Les anticorps de marquage: Pour cette étude nous avons utilisés des anticorps
MultiSet qui sont des cocktails composes de 4 anticorps fluorescents. Ces anticorps sont :

e Panel T : CD3/CD8/CD45/CD4 (Cat#: 340499, BD)

e Panel B: CD3/CD45/CD16+CD56/CD19 (Cat#: 340500)

Le premier panel de MultiSet permettait de distinguer les lymphocytes T CD4+ et CD8+ qui
sont CD3 positifs des autres lymphocytes qui n’expriment pas le CD3. Par contre, le deuxiéme
panel de MultiSet servait a différencier les lymphocytes B et les NK qui sont en général CD3
négatifs. Ces anticorps etaient marqués par des fluorochromes, spécifiquement le FITC, le PE,

le PercP Cy5.5, et I’APC. Il faudra savoir que nous avons utilisés des fluorochromes associés a
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un anticorps monoclonal anti-CD8 pour les tubes de compensation pour minimiser les

chevauchements spectraux lors de 1’acquisition, a savoir le CD8-FITC (Cat#: 347313), CD8-
PE (Cat#: 340046), CD8-PerCP (Cat#: 341049), et CD8-APC (Cat#: 340659) de la compagnie

BD. En effet, il faudra savoir que lorsqu'on utilise plusieurs fluorochromes ensemble, il peut

exister des chevauchements entre les spectres d’émissions de ces fluorochromes qui pourront

étre a l'origine de «faux positifs». Autrement dit, certaines cellules apparaitront positives pour

deux marqueurs alors qu'elles ne sont réellement positives que pour un seul.

En plus des réactifs, les consommables utilisés pour cette procédure étaient les suivants:

45.2.

Tubes Polystyrene 12 x 75 mm (5 ml)
Vortexer Mixer

Centrifugeuse Eppendorf (Model 5810R)
Pipette Eppendorf pour Combitips
Combitips (5 ml, 10 ml, et 25 ml)

Pipette Aid, Drummond

Pipettes Sérologiques (5 ml, 10 ml, et 25 ml)

Gants stériles

Procédures de marquage du sang total

La procédure décrite en bas a été mise au point au laboratoire pour I’immunophénotypage des

lymphocytes, il y a de cela plusieurs années comme indiquée dans la publication de Siddiqui

et collaborateurs [28].

e Prendre sept tubes polystyrénes de 5 ml pour chaque échantillon a tester

e Nommer les tubes de la fagon suivante:

AN N N N N

Tube 1 : Non-marqué
Tube 2 : FTIC,

Tube 3 : PE,

Tube 4 : PERCP,
Tube 5: APC,

Tube 6 : Panel T
Tube 7: Panel B

e Les tubes 1-5 sont les tubes de compensation et les tubes 6-7 sont les tubes d’analyses.
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e Ajouter 20 ul d’anticorps (anti-CD8 et MultiSets T et B) dans les tubes indiqués, sauf
pour I’APC qui sera utilisé a un volume de seulement 5 pul pour le Tube 5. Le tube non-marqué
ne contiendra pas d’anticorps.

e Ajouter 100 ul du sang total dans chaque tube puis vortexer pendant 10 secondes.

e Mettre les tubes en incubation a la température ambiante et a I’abri de la lumiére
pendant 20 min.

e Ajouter 2 ml de la solution de FAC-Lyse, vortexer pendant 10 secondes, et mettre en
incubation a la température ambiante pendant 10 min.

e A la fin de I’incubation, centrifuger a 300g par minutes pendant 5 min.

e Aspirer le surnageant pour conserver le culot au fond du tube.

e Ajouter 2 ml de la solution de lavage (BD-Wash), vortexer pendant 10s et centrifuger
a 300g pendant 5 min.

e Aspirer le surnageant et refaire le lavage d’en haut une deuxiéme fois.

e A la fin du lavage, aspirer le surnagent et ajouter 1 ml de BD-Wash sur le culot
cellulaire, vortexer pendant 10 secondes.

e Couvrir les tubes avec du papier aluminium et conserver les tubes dans le réfrigérateur

entre 2-8°C jusqu’au moment de 1’analyse sur le cytometre.

4.5.3. Acquisition des échantillons
L’acquisition a été effectuée sur le Fortessa et le LSR-II a I’aide du logiciel FACS DIVA
version 8 selon la procédure standard du fabricant BD. Les cytométres étaient d’abord soumis
a un contréle de qualité interne en utilisant des billes marquées, notamment les billes marquées
CST (Cytometer Set-Up Beads; Cat# 655051, BD) pour vérifier la performance des lasers et du
systéme fluidique avant de commencer 1’acquisition des échantillons. Cette étape était suivie
du passage des tubes de compensation (20 000 événements total par tube) dans le but de
soustraire les chevauchements spectraux de fagon automatique. Ensuite, 30 000 lymphocytes
exprimant le CD3 étaient collectés pour les tubes 6 et 7 (Panel T et B). A la fin de I’acquisition,

les fichiers contenant les données (fichiers de type FSC) étaient exportés pour d’ample analyse.

4.5.4. Analyse qualitative des données
Cette analyse qualitative permet de générer les pourcentages des différentes sous population

lymphocytaires dans le sang total. Les données exportées ont été analysées a I’aide du logiciel
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FlowJo™ version 10 de la compagnie BD. L’approche d’analyse, qu’on a suivie est la méthode
CDA45/SSC qui se déroule comme indique le texte en ci-dessous mais aussi sur la Figure 8.

e Exclusion des débris par la sélection des lymphocytes viables.

e Exclusion des « doublets » ¢c’est a dire des cellules collées deux a deux par la sélection
des « Singlets ».

e |dentification des lymphocytes selon la présence du marqueur CD45 (qui est un
marqueur pan-lymphocytaire) et leur faible granularité (SSC faible) par rapport aux autres
cellules du sang.

e Séparation des lymphocytes T des non-T par la présence ou I’absence du marqueur
CD3.

e Classification des lymphocytes CD3" selon la présence ou I’absence des marqueurs
CD4 et/ou CD8.

e Classification des lymphocytes CD3™ selon la présence ou 1’absence des marqueurs
CD19 pour les lymphocytes B et CD16+CD56 pour les NK.

e Calcul de la fréquence des grands-parents qui permet d’avoir le pourcentage des sous
populations CD4, CD8, CD19, et CD16+CD56+ en fonction du nombre de lymphocytes total
(CD45) et non en fonction des lymphocytes CD3 directement (qui sont considérées comme les
parents direct de ces sous-populations).

e Export des données sur Excel.

45.5. Analyse guantitative des données
L’analyse quantitative consiste & la détermination du taux de lymphocytes. Autrement dit le
calcul des valeurs absolues des lymphocytes CD3, CD4, CD8, B, et NK. Ceci a été effectué en
multipliant les données de la numération formule sanguine (NFS) a celui des pourcentages
obtenus lors de 1’analyse qualitative. Pour ce faire nous avons élaboré une feuille de calcul qui
se trouve au niveau de I’appendice de ce document. En bas se trouve, 1’exemple de calcul
standard qu’on a effectué manuellement pour déterminer les valeurs absolues des lymphocytes
de I’échantillon 332 de I’essai 192001 sur le Fortessa.
o Taux de leucocytes par NFS = 2.93x10° cell/ul ce qui correspond a 2930x10° cell/L
o Pourcentages des lymphocytes obtenus par cytométrie/FlowJo :
- Lymphocytes (CD45) = 35.65%
- CD3=53.8%
- CD4=4.96%
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SSC-A

Comp-PE-A :: CD16+56

- CD8=43.2%
- CD19=20.0%
- CD16+CD56 = 24.8%
- Formule pour calculer du nombre de lymphocytes (CD45) :
Taux de leucocytes x Pourcentage de lymphocytes (CD45)
2930 x10° cell/L x 35.65% = 1045x10° cell/L
o Formule pour calculer du nombre des sous-populations lymphocytaires
Nombre de Lymphocytes x Pourcentage de la sous-population lymphocytaire
- CD3: 1045x10° cell/L x 53.8% = 562x10° cell/L
- CD4: 1045x10° cell/L x 4.96% = 52x10° cell/L
- CD8: 1045x10° cell/L x 43.2% = 451x10° cell/L
- CD19: 1045x10° cell/L x 20.0% = 209x10° cell/L
- CD16+CD56: 1045x10° cell/L x 24.8% = 259 x10° cell/L

FSC-A

CD3-/CD19/CD16+CD56

T T T
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T
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Comp-APC-A :: CD19
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Figure 8: Méthode CD45/SSC d’analyse des données sur FlowJo (Source : UCRC)
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4.5.6. Soumission et réception des données en ligne
Les données étaient soumises en ligne avant le délai de soumission en utilisant le lien

http://www.ukneqgasli.org/sampleentry/. Chacun de nos instruments avait un identifiant unique

qui lui est propre pour éviter les erreurs entre les laboratoires ou les machines d’un méme
laboratoire. Apres analyses des données de tous les laboratoires participants, la cellule de
communication du programme UKNEQAS envoie un email au responsable du laboratoire pour
I’informer de la disponibilité des résultats de contréle de qualité. Un exemple typique de

résultats UKNEQAS se trouve dans 1’annexe de ce document.

45.7. Analyses Statistiques
Les données exportées sur Excel (Windows) ont été analysées par le logiciel GraphPad Prism
version 7. Les analyses de corrélation ont été effectuées a I’aide du test non-paramétrique de
Spearman afin d’obtenir les coefficients de corrélations des pourcentages et des valeurs
absolues obtenus sur les deux cytométres (Fortessa et LSR-II). Les médianes et/ou les
moyennes ont été comparees en utilisant le Mann—Whitney U test. Aussi, les biais et le niveau
d’agrément lors de la comparaison intra et inter-laboratoires ont été déterminées grace a une
analyse de Blant-Altman. Toutes valeurs de probabilité (p), calculées en tenant compte des deux
cbtés de la courbe de distribution des données et étant inférieures ou égales a 0,05 étaient

considérées comme statistiquement significatives.
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5. RESULTATS

51. Résultats Globaux
Globalement, les résultats de cette étude peuvent étre résumés comme suit :

e Nous avons observe une corrélation positive fortement significative entre les valeurs
absolues et les pourcentages des lymphocytes T et non-T générés par les deux différents
cytomeétres de notre laboratoire;

e Les biais moyens entre les différents instruments de cytométrie (pourcentages et valeurs
absolues) n’étaient pas significatifs, ce qui témoigne d’une concordance substantielle entre les
données générées par les deux cytométres (Fortessa et LSR-1l). Remarquablement, cet
agrément était maintenu de facon longitudinale démontrant ainsi une performance intra-
laboratoire satisfaisante;

e Les taux de lymphocytes calculés en utilisant a la fois les fréquences générés par la
cytométrie et le taux de cellules blanches obtenues par numération formule sanguine étaient
plus variables que les pourcentages obtenus directement par cytométrie seulement;

e Les Z scores obtenus pour les différents marqueurs testés étaient satisfaisants, sauf pour
deux échantillons qui étaient potentiellement altérés. L’obtention de Z scores satisfaisant sur 10
des 12 échantillons analysés (soit 83% de succes) suggeére que notre laboratoire a une
performance inter-laboratoire acceptable;

e La performance du laboratoire n’était pas affectée par le nombre de leucocytes continu
dans 1’échantillon, spécifiquement des Z scores similaires ont été obtenues pour des
échantillons qui ont des taux de lymphocytes divergeant (faible ou élevé);

e Globalement, le laboratoire UCRC a une performance intra et inter-laboratoire

satisfaisante en matiere d’énumération des lymphocytes dans le sang total.
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5.2. Résultats Détaillés

Tableau I11: Comptage des leucocytes au cours de I’étude

Date de Mise a Disposition Identifiant Comptage Cellulaire

332 2,75

13/05/2019 333 437
334 4,90

30/07/2019 335 4,29
336 3,99

30/09/2019 337 2.65
338 3,75

09/12/2019 339 548
340 4,41

06/02/2020 341 3,02
342 4,53

18/03/2020 343 4,99
Moyenne 4,09

Médiane 4,33

Au total 12 échantillons (332 a 343) ont été traités sur une année pour le contréle de qualité
externe de I’énumération des leucocytes du programme UKNEQAS. Ces échantillons étaient
envoyés deux a deux pour un total de 6 envois par an (de mai 2019 a mars 2020).
En utilisant la machine Cell-Dyn Ruby de Abbott, on a pu obtenir les résultats suivants.
- La moyenne des taux leucocytaires était de 4,09x10° cell/ul plus ou moins un écart
type de 0,90 avec des externes allant de 2,65x10° cell/ul & 5,48x10° cell/pl.
- La médiane était similaire & la moyenne avec une valeur de 4,33x10° cell/ul avec

un intervalle interquartile de [3,38-5,48].
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Figure 9: Performance intra-laboratoire des pourcentages et taux de lymphocytes

Pour examiner la performance intra-laboratoire pour 1’énumération des lymphocytes, nous
avons combiné toutes les valeurs ou point de données obtenues des 12 échantillons de contrdle
de qualité qui ont été analysés sur une année avec des marqueurs phénotypiques classiques, a
savoir CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, et le CD56 a I’aide du Fortessa et du LSR-11 du

laboratoire ImmunoCore de ’'UCRC.

A travers cette approche, nous avons obtenus 72 points de données pour chaque instrument. Ce
qui correspond a 6 points de données par échantillon analysé. Les données du Fortessa sont
présentées sur 1’axe des abscisses et celles du LSR-II sur 1’axe des ordonnées de la Figure 9.
Nous avons observé une corrélation linéaire positive entre les pourcentages ou fréquences des
lymphocytes (Figure 9A) et les valeurs absolues ou taux de lymphocytes (Figure 9B) et cela
de maniere statistiquement significative (p<0.0001). Aucune valeur extréme n’a été observée
gue ce soit au niveau des pourcentages ou des valeurs absolues de lymphocytes. Les coefficients
de corrélation (r) ont été obtenus a partir du test de Spearman, qui est un test non paramétrique,
et etaient de 0,9980 pour les pourcentages et 0,9978 pour les valeurs absolues.
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Figure 10: Comparaison intra-laboratoire des pourcentages de lymphocytes

Pour examiner le niveau d’agreement entre les 12 points de données mentionnés plus haut, nous
avons utilisé le Graphique de Blant-Altman pour comparer les points de données obtenues des
deux cytometres deux a deux. L’axe des abscisses montre la moyenne obtenue a partir de
données générées a ’aide des deux différents cytomeétres (Fortessa et LSR-1I). L’axe des
ordonnées représente la différence entre les points de données. La ligne droite en noir foncé
indique le biais moyen (X) et les lignes pointillées en gris sont +1 et -1 représentant 1’ écart-type
du biais moyen. Les points en dehors de I’intervalle X £1SD étaient considérés comme

potentiellement discordants entre les 2 cytométres (Fortessa et LSR-11).
En effet pour chague marqueur, la majorité des points des données étaient comprise dans

I’intervalle ou limite de confiance. Cependant, quelques points de données (en général pas plus

de 3 sur 12 points par marqueur soit ~25%) depassaient la limite de confiance.
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Tableau IV: Variation des valeurs de pourcentage obtenues entre le Fortessa et le LRII

par la méthode de Blant-Altman

Pourcentage

Parameétre Biais Moyen Ecart-Type 95% Limite de
Confiance
CD45 0,03 1,20 [-2,31; 2,38]
CD3 0,18 0,55 [-0,91; 1,27]
CD4 0,67 2,05 [-3,34; 4,67]
CD8 0,15 0,41 [-0,65; 0,95]
CD19 0,40 0,40 [-0,39; 1,20]
CD16/CD56 0,03 0,34 [-0,70; 0,63]

Le tableau IV montre en détail les valeurs des biais moyens, les écart-types et les intervalles de
confiance a 95% (X £1.96SD) pour chaque marqueur. Nous constatons que les biais moyens
pour tous marqueurs lymphocytaires utilisés sont négligeables entre le Fortessa et le LSR-II.
Cela s’explique par le fait que tous les intervalles de confiance a 95% contiennent 0, démontrant
ainsi que les différences entre les pourcentages générés en utilisant les deux machines ne sont
pas statistiguement significative. Cependant, les marqueurs qui présentaient le plus de
variabilité étaient le CD45 et le CDA4.
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Figure 11: Comparaison intra-laboratoire des taux de lymphocytes

Comme pour les pourcentages, la comparaison intra-laboratoire des taux de lymphocytes a
montré en moyenne que la plupart des taux de lymphocytes étaient circonscrits entre la limite
de confiance (X £1SD), suggérant un agrément statistiquement significatif entre les deux

instruments pour la génération des valeurs absolues.
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Tableau V: Variation des valeurs absolues obtenues entre le Fortessa et le LRII par la

méthode de Blant-Altman

Valeur absolue

Parameétre Biais Moyen Ecart-Type 95% Limite de
Confiance
CD45 3,83 47,90 [-90,06; 97,73]
CDs3 4,92 35,35 [-64,38; -74,2]
CD4 4,75 21,19 [-36,79; -46,29]
CDs8 1,33 20,53 [-38,91; -41,57]
CD19 6,25 8,29 [-10,00; 22,90]
CD16/CD56 0,33 7,42 [-14,22; 14,89]

Comme pour le Tableau IV, ce tableau décrit les biais moyens, leur écart-types, et les 95%
d’intervalles de confiance des valeurs absolues obtenues au cours de I’étude. Contrairement aux
pourcentages, les biais moyens et leurs écart-types étaient plus élevés pour les valeurs absolues
ce qui suggere une plus grande variabilité des taux de lymphocytes calculés comparer aux
pourcentages. Cependant, la limite de confiance contenait O pour chaque marqueur utilisé, ce
qui indigque que les biais moyens calculés ne sont pas statistiquement significatifs. 1l existe donc
une bonne concordance entre les valeurs générées a partir du Fortessa et celles obtenues en
utilisant le LSR-II.
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Figure 12: Performance inter-laboratoire globale

Pour examiner la performance inter-laboratoire globale de notre laboratoire par rapport aux
autres laboratoires qui participent au programme UKNEQAS, nous avons utilisé une méthode
analytique se basant sur les box plots pour déterminer si la médiane de toutes les données
obtenues sur le Fortessa (72 points de donnée au total sur les 12 échantillons traités) était
similaire a celle obtenue a partir des moyennes des autres laboratoires. Cette analyse a éte faite
non seulement pour les pourcentages (Figure 12A) mais aussi pour les valeurs absolues (Figure
12B).

Ensuite, nous avons utilisés le Test de Mann-Whitney, qui est un test non-paramétrique pour
voir s’il y a une différence statistiquement significative entre les médianes (UCRC vers Autres
laboratoires) pour les pourcentages et aussi les valeurs absolues. Comme indiqué sur les Figures
A et B, les valeurs p sont tous les deux supérieures au seuil (p>0.05) indiquant que les médianes
ne sont pas statistiguement différentes donc une performance inter-laboratoire satisfaisante du

laboratoire ImmunoCore de ’'UCRC.
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Figure 13: Performance inter-laboratoire des taux de lymphocytes T

Dans 1’objectif d’évaluer la performance de notre laboratoire pour la quantification des
lymphocytes T (CD3. CD4, et CD8,) nous avons utilisé les Z scores des pourcentages (Figure
13A\) et des valeurs absolues (Figure 13B) de lymphocytes T obtenues pour chaque échantillon
traité (12 au total). L’axe des abscisses indique les différents échantillons analysés au
laboratoire a I’aide du Fortessa. L’axe des ordonnées représente les valeurs de Z scores obtenus
en comparant nos données a celui des autres laboratoires (~878 participants) enrblés dans le
programme UKQENAS a travers le monde. Nous constatons que tous les Z scores des
pourcentages étaient satisfaisants (valeurs entre-2,5 et 2,5 comme indiquées par les deux lignes
en pointillées) pour tous les marqueurs phénotypiques utilisés et pour chaque échantillons
analyses. Cependant deux échantillons 333 et 338 avaient des Z scores pour les valeurs absolues
qui n’étaient pas satisfaisants. La Figure 13B montre clairement la déviation de ces 2
échantillons soit ~ 17%. La raison de ces 2 déviations sera expliquée dans le chapitre
Discussion. Ces résultats obtenus suggerent qu’en moyenne notre laboratoire est capable de

génerer des données fiables.
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Figure 14: Performance inter-laboratoire des taux de lymphocytes non-T

Nous avons adopté la méme méthodologie pour évaluer la performance du laboratoire lors de
la génération des pourcentages et les valeurs absolues des lymphocytes non T (c’est-a-dire les
lymphocytes B (CD19+) et les NK (CD16+CD56+). Les Z scores obtenus étaient
majoritairement satisfaisants. Sauf pour deux échantillons testés 338 et 341 dont un était (338)
aussi non satisfaisant lors de I’énumération des lymphocytes T. Spécifiquement, le 341 pour le
pourcentage des cellules CD19+ et le 338 pour les valeurs absolues de lymphocytes.
L’obtention de Z scores non-satisfaisants pour les deux parameétres du 338 pour tous les
lymphocytes T et non-T, nous a conduit a mené d’autres investigations qui seront présentées
dans le chapitre Discussions.

Ces résultats indiquent une performance adéquate de notre laboratoire lorsqu’elle est comparée

a des centaines de laboratoires a travers le monde.
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Tableau VI: Analyse des actions correctives pour les pourcentages

Parameétre 333 341
Z Score avant  Z Score aprés  Z Score avant Z Score apres
CDs3 0.38 -0.3 -1.16 1.30
CD4 -0.69 -1.7 -2.42 1.2
CD8 1.03 -1.23 1.29 1.82
CD19 -0.24 -1.3 -1.01 -2.44
CD16/CD56 0.47 2.5 1.95 2.5

Les actions correctives sont définies selon I’'ISO 15189 version 2012 comme étant des
procedures de laboratoire ayant pour objectifs d’éliminer la ou les causes réelles des non-
conformités avec les valeurs attendues [29]. Une procédure menée pour éliminer la cause
profonde d’un résultat non satisfaisant est considérée comme une action corrective. De ce fait
les échantillons qui ont dévié de I’intervalle de confiance (-2,5; +2,5) lors de la premiére
analyse ont été repris sur un nouveau aliquot envoyé par le réseau UKNEQAS. Pour cette
reprise nous avons calculé les Z scores manuellement en utilisant la formule ci-dessous
conformément au protocole d’analyse manuelle des données établies par UKNEQAS.

La formule générale pour le calcul du Z score est : Z = (x — X)/SD

X : est la valeur obtenue par le laboratoire

X : est la moyenne robuste de tous les laboratoires participants et calculé par UKNEQAS

SD : est I’écart-type

Les résultats de deux échantillons, notamment le 333 et le 341 sont présentés dans le tableau
VI comme exemple. Nous avons observé que les Z scores avant ou apres 1’action corrective
étaient tous dans les normes satisfaisantes entre (-2,5 et +2,5). Les Z scores des pourcentages
n’ont pas été affectés, indiquant que les déviations observées lors du premier passage des
échantillons ne sont peut-étre pas liées a une erreur technique causée par 1’opérateur ou un

défaut de performance du cytometre utiliseé.
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Tableau VII: Analyse des actions correctives pour les valeurs absolues

Parametre
Z Scoreavant  Z Score aprés  Z Score avant Z Score apres
CD3 -4.01 -2.2 -0.94 -1.33
CD4 -3.57 -2.2 -1.09 -0.71
CD8 -2.44 -0.9 -0.13 -1.1
CD19 -2.5 -2.02 -1.09 -2.42
CD16/CD56 -2.48 -0.21 0.55 -0.35

La méme procédure décrite en dessous du tableau précédant a été adopté pour I’obtention de Z

scores a partir des valeurs absolues obtenues des nouveaux aliquots d’échantillons. Nous avons

constaté que les Z scores des deux échantillons (333 et 341) ont connu une forte diminution

apres la reprise. Tous les Z scores des reprises étaient inférieurs a +2,5. Ceci suggéere une

altération de 1’échantillon lors du transport des échantillons de sang du Royaume-Uni vers le

Mali ayant comme conséquences une déviation des données de numération formule sanguine

obtenues a partir de I’analyseur d’hématologie.
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6. COMMENTAIRES ET DISCUSSION

Le controle de qualité externe est un moyen efficace pour repérer et solutionner les problémes
et vérifier les performances du laboratoire par rapport a d’autres laboratoires en utilisant des
agences externes indépendantes qui ont une expertise reconnue a la matiere. Les programmes
de contréle de qualité externes sont multiples et indispensables pour s’assurer de la validité des
résultats de laboratoires qui doivent étre utilises pour le suivi clinique des patients et pour

I’évaluation des médicaments et vaccins expérimentaux.

Dans le cadre de cette thése, nous avons examiné les données obtenues de mai 2019 & mars
2020 a partir du programme de contréle de qualité externe du programme UKNEQAS pour
I’évaluation externe de la qualité de I’énumération des lymphocytes au niveau du laboratoire
d’ImmunoCore du Centre Universitaire de Recherche Clinique (UCRC) au Mali. La dite these
avait pour objectif d’analyser la performance intra et inter laboratoire pour 1I’énumération fiable

des lymphocytes T et non T par la cytométrie en flux au Mali.

Au cours de cette étude, nous avons obtenu une performance intra-laboratoire significativement
acceptable du faite d’une forte corrélation (>0.9 pour les pourcentages et les valeurs absolues)
et un bais moyen négligeable entre les résultats générés a partir du Fortessa et ceux obtenus
avec le LSR-I1. Ceci suggére que ces deux instruments sont interchangeables au laboratoire au
besoin. En ce qui concerne, la performance inter-laboratoire, qui a été effectué en comparant
les résultats de notre laboratoire a la moyenne des autres laboratoires participants au programme

UKNEQAS, était aussi majoritairement satisfaisante.

La forte corrélation entre les valeurs dérivées du Fortessa et celles obtenues a partir du LSR-11
est concordant avec les résultats obtenus par Ceulemans et collaborateurs en 2019 [5] qui ont
aussi trouvé un coefficient de corrélation r >0.9 lors de I’évaluation de la performance de
I’automate « Muse Auto CD4 » comparé a celle du FACS Calibur pour I’énumération des
cellules T CD4+ chez les patients infectés par le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH)
en Belgique. De méme, Pattanapanyasat K et collaborateurs en 2005 [4] ont aussi également
trouvé une corrélation similaire pour les pourcentages et les valeurs absolues des cellules T
CD4 geénérés pour comparer la performance du TrueCount au FACS Count System en
Thailande.
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Dans cette étude, 1’analyse de Bland-Altman a montré que le biais moyen pour tous les
marqueurs lymphocytaires utilisés est minime ou négligeable entre le Fortesssa et le LSRII.
Ces résultats sont similaires a ceux obtenus en Thailande en 2018 par Noulsri et collegues [30]
lors de la comparaison de la technique avec une seule plateforme a celle de la double plateforme
(comme la n6tre). Précisement, ils ont obtenu un biais moyen de -18,07 (+38,61; -74,76) et -
12,78 (+43,48; -69,06) pour les pourcentages et les valeurs absolues, respectivement. Au
contraire, nos résultats sont différents de ceux publiés par Sagnia et collaborateurs [31] au
Cameroun en 2016 dans 1’étude de la performance du BD FACS Presto. En effet, ces
investigateurs ont trouvé des biais moyens significatives entre le BD-FACS Presto et le PIMA
=-126 522 (-161221 a- 91822) mais aussi entre le BD-FACS Presto et le FACS Count = -38
708 (-58 935 a -18 482) contrairement au FACS Presto et le FACS Calibur = 0,791 (-11,908 a
13,491) qui n’était pas significatif. La différence entre notre étude et la derniére étude pourrait
s’expliquer par le fait que le Fortessa est techniquement plus proche du LSR-11 que des autres
cytometres mais aussi de la rigueur et 'uniformité de notre méthode d’analyse sur FLowJo quel
que soit le type d’instrument utilisé. Il est aussi important de noter que notre analyseur Cell-
Dyn Ruby, qui est I’instrument utilisé pour la numération formule sanguine, a une performance
attestée par le Collegue of American Pathologists (CAP) contrairement a beaucoup de

laboratoires en Afrique.

Une plus grande variabilité des valeurs absolues de lymphocytes comparés aux pourcentages
des lymphocytes peut s’expliquer par la méthode a deux plateformes utilisées (Numération
Formule Sanguine couplée a I’immunophénotypage). En effet, cette variabilité des valeurs
absolues n’est pas unique a notre laboratoire car rapportée par d’autres groupes de recherche.
Par exemple, la variabilité intra-laboratoire calculée en utilisant le coefficient de variation
(%CV) pour les valeurs absolues de CD4 était de 10.9% et de seulement 7.3% pour les
pourcentages de CD4 lors d’une étude consacrée a I’évaluation de la performance des
laboratoires Africains participants au programme AFREQAS (African Regional External
Quality Assessment Scheme) [26]. Les résultats du programme AFREQAS démontrent encore

une fois la qualité des résultats du Laboratoire ImmunoCore de ’'UCRC.

Les performances inter-laboratoire des taux de lymphocytes T et non-T étaient satisfaisantes en
se basant sur les Z scores des pourcentages des douze échantillons testés dans 1’année.
Cependant les valeurs absolues de trois échantillons (333 et 338 pour les lymphocytes T et 338

et 341 pour les lymphocytes non-T) n’étaient pas dans I’intervalle de satisfaction pour leurs Z
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scores (-2,5 et +2,5). Cette déviation pourrait étre due a une altération de 1’échantillon due a
une mauvaise conservation des échantillons lors du transport du Royaume Uni vers le Mali.
Nous avons demandé & UKNEQAS de nous renvoyer a nouveau les mémes échantillons pour
reprendre le test. Cette reprise a donné des Z scores satisfaisants, démontrant ainsi notre
hypothése de la non-intégrité de ces éechantillons. Plusieurs variables pourraient étre
responsables de 1’altération de nos échantillons mais nous pensons que la cause majeure est la
variation de température au cours du transport. En effet, il a été démontré que la température
est un variable important pouvant influencer la qualité des données de cytométrie [32]. Une
température trop élevée qui dépasse 15-25°C peut augmenter la vitesse de dégradation des
échantillons, compromettant ainsi la qualité des données. Hors, les échantillons UKNEQAS
sont généralement envoyés a la température ambiante et peuvent faire plus de 24 heures a
I’aéroport avant d’étre livrés au laboratoire ImmunoCore. Selon les données de la banque
mondiale, la température ambiante moyenne au Mali dépasse les 30°C [33].

Ayant cette information utile, on a suggéré a UKNEQAS d’ajouter un thermométre digital aussi
connu sous le nom de « TempTale Temperature Logger » dans le colis pour nous permettre de
suivre les variations de température de 1’envoie jusqu’a la réception des échantillons a I’aide
d’un logiciel intégré dans le thermométre. Les investigations sont en cours pour déterminer s’il
faut envoyer les échantillons dans des récipients contenant un liquide de réfrigération
permettant de contrdler la température lors du transport.

Limites de I’étude

Notre étude présente deux limites majeures qu’il faudra discuter. Notre comparaison s’est
focalisée sur du sang stabilisé donc nous ne pouvons pas exclure la possibilité que la
performance puisse varier en investiguant du sang frais ou sur du sang préleve chez les sujets
immunodéprimés tels que les personnes infectées par le virus du SIDA. De méme, les résultats
présentés dans cette these ont été effectué en majorité par une seule personne. De ce fait, il est
possible que ces résultats puissent changer avec un autre operateur car a ce jour nous n’avons
pas évalué ’effet des variations inter-operateurs sur les résultats généreés. Nonobstant, nos
données indiquent une performance adéquate de notre laboratoire en matiére de cytométrie

lorsqu’elle est comparée a des centaines de laboratoires a travers le monde.
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7. CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

7.1. CONCLUSION

En conclusion, notre analyse a montré une performance intra et inter-laboratoires satisfaisante
pour le laboratoire ImmunoCore de I"UCRC. En moyenne, 83% des échantillons testés ont eu
un Z score satisfaisant entre -2,5 & +2,5. Nos investigations ont montré que les échantillons qui
n’ont pas pu passer au premier test ont été altérés au cours du transport vers le laboratoire, la
reprise de 1’analyse de nouveaux échantillons envoyés par UKNEQAS, nous a permis d’avoir
des résultats satisfaisants. Nous pouvons donc conclure que le laboratoire ImmunoCore de
I’UCRC possede des instruments de cytométrie bien maintenus et calibrés ainsi qu’un personnel

qualifié pour faire I’énumération fiables des lymphocytes.
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7.2. RECOMMANDATIONS

% Au Ministere de la Sante
- Mettre en place un programme national d’évaluation externe de la qualité des différents
laboratoires au Mali;
- Allouer un budget de fonctionnement au programme d’évaluation externe de la qualité;
- Faire en sorte que tous les laboratoires de Biologie se soumettent a un contréle de qualité
inter-laboratoire;
- Aider financiérement les laboratoires qui n’auront pas de moyens suffisantS pour

s’inscrire & un systéme d’évaluation externe de la qualité internationale.

¢ A l’endroit du programme UKNEQAS
- Améliorer le circuit de distribution des échantillons, en réalisant le suivi de la
température grace a des Thermometres digitales lors de 1’envoi;
- Faire des visites de site pour mieux s’imprégner des réalités sur le terrain surtout pour
les laboratoires bases en Afrique;
- Proposer des formations de renforcement des capacités pour le personnel des

laboratoires en difficultés.

+ Au laboratoire ImmunoCore de ’UCRC

- Mettre en place un systeme rapide de dédouanement des échantillons dés I’arrivé a
I’a¢roport Bamako-Senou au Mali afin de veiller a ce que les échantillons soient bien conservés
au niveau de la douane des frontiéres jusqu’a I’acheminement au laboratoire;

- Offrir au personnel UCRC des possibilités de formation courte durée chez BD en
Belgique pour faire des cours de mise a niveau et d’apprentissage de nouvelles techniques et
instruments de cytométrie en flux;

- Intégrer le programme « African Regional External Quality Assessment Scheme
(AFREQAS) » qui est un réseau de laboratoires africains spécialisés dans 1’énumération des
cellules T CD4+ et qui soutiennent les programmes de traitement antirétroviral contre le
VIH/SIDA. L’objectif d’AFREQAS est d'améliorer la qualité des tests CD4 régionaux grace a
une évaluation externe de la qualité des tests effectués dans les laboratoires partenaires,
promouvoir 1’échange d'expérience, proposer des mesures correctives et une formation

technique adaptée au besoin [26];
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- Poursuive cette étude en utilisant du sang frais préleves a la fois chez des volontaires
sains mais aussi chez les volontaires malades surtout ceux qui ont une immunodéficience
acquise tel que les personnes vivant avec le VIH;

- Evaluer I’effet des différences intra et inter-operateurs sur la qualité des résultats

génerés surtout chez les sujets immunodéprimeés.

% A la Faculté de Pharmacie

- Assurer que tous les étudiants en Pharmacie intéressés a faire une carriere en Biologie
puissent avoir I’opportunité de faire des travaux pratiques sur la cytométrie en flux avant la fin
de leur cycle académique;

- Doter le laboratoire ImmunoCore de I’'UCRC, qui est le seul laboratoire équipé en
cytomeétre de dernieres générations au Mali, de réactifs adequats et suffisants pour
I’immunophénotypage afin d’assurer la formation des étudiants stagiaires;

- Promouvoir la collaboration entre les différents laboratoires locaux participant a un

contrdle de qualité externe.
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Titre de la these: Controle de Qualité Externe pour I’Enumération Fiable des Lymphocytes
par la Cytométrie en Flux au Mali.

RESUME
De nos jours, il est important pour les laboratoires de se soumettre a une évaluation de la qualité
externe afin de vérifier la fiabilité des résultats fournis aux cliniciens praticiens.
L’objectif principal de ce travail était d’analyser la performance de I’énumération des
lymphocytes T (CD3+, CD4+, CD8+) et non T (B et NK) sur le sang total par la cytométrie en
flux au sein du laboratoire ImmunoCore.
Au total, 12 échantillons de sang stabilisé ont été traités sur une année et selon la méthode de
double plateforme en utilisant le CELL-DYN Ruby pour la numération formule sanguine et la
Fortessa et le LSR-II pour I’'immunophénotypage par cytométrie en flux.
Les résultats de notre étude ont révélé une forte corrélation entre les valeurs générées a partir
de deux instruments de cytométrie (Fortessa et LSR-11) mais aussi I’absence de biais entre eux.
De la méme facon, la performance inter-laboratoire était satisfaisante avec environ 83% de
succes.
En conclusion, nos résultats suggerent que le laboratoire ImmunoCore de I’'UCRC est capable
de générer des résultats fiables lors de 1’analyse des échantillons pour I’énumération des

lymphocytes.

Mots clés: Cytometrie en Flux, Immunophénotypage, UKNEQAS, UCRC, Evaluation de la
Quialité Externe.
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Title of the thesis: External Quality Control for Reliable Enumeration of
Lymphocytes by Flow Cytometry in Mali.

SUMMARY
Nowadays, it is important for laboratories to adhere to external quality assessment in
order to ensure the reliability of the results provided to clinicians. For this reason, our
laboratory ImmunoCore of the University Clinical Research Center (UCRC)
participates in an external quality assessment for leukocyte immunophenotyping called
UKNEQAS (United Kingdom National External Quality Assessment Scheme for
Immune Monitoring).
The main objective of this work was to analyze the performance of T (CD3+, CD4+,
CD8+) and non-T (B and NK) lymphocyte enumeration on whole blood by flow
cytometry in the UCRC’s ImmunoCore laboratory.
In total, 12 stabilized blood samples were processed over a year and using the dual
platform method by combining cell blood count obtained from the CELL-DYN Ruby
with immunophenotyping data generated from either Fortessa or LSR-II cytometers.
The results of our study revealed a strong correlation between the results generated
from the two instruments (Fortessa and LSR-11), but also absence of significant bias
between them. Similarly, the inter-laboratory performance was satisfactory with
approximately 83% success.
In conclusion, our results suggest that the UCRC ImmunoCore laboratory is capable

of generating reliable results when analyzing samples for enumeration of lymphocytes.

Keywords: Flow Cytometry, Immunophenotyping, UKNEQAS, UCRC, External Quality

Assessment.

Page | 53


mailto:nantoummohamed@yahoo.fr

10. ANNEXE

Annexe 1: Exemple de contrdle journalier du bille de contrdle du FORTESSA

Cytometer Performance Report

Cytometer: LSRFortessa Use: Admanistrator
Cytometer Name: LSRFortessa Institution: UCRC
Serial Number: H6S3222R1007 Software BD FACSDiva 3.0.2
Input Device: Manual Date: 12/7313/2019 12:22 PM
Cytometer Configuration: X20-S5-Blue 3-Red 6-Viociet 2-355 UV Cytormmeter Baseline: 10/04/2019 Q1:47 PM
P/F: Pass
Setup Beads
Bead Product: CST Setup Beads Part #: 910858
Lot I1D: 20377 Expiration Date: 02/28/2021
Bead Lot Information: Awailable
Detector Settings
R = SRR L/ SN b Taive et valae i v | Metian channel | "Rota v
Slue FsC FsC 125000 126202 o .54 126276 B
Blue = ssc 125000 125037 o ER 126161 a.0s
Blue E FITC 8372 s074a s 391 167 1941
Blue o PE 1a791 14476 = 3.52 297 16.13
Blue & PE-Texas Red 12280 11712 -s 3.65 239 18.s
Blue e PerCP-CyS S 33483 33206 1 a.29 a70 19.82
Blue ~ PE-Cy7 16879 16823 -1 .28 297 39.2S
Red o APC 39943 39790 1 a.39 1050 >1.as
Red e APC-Alexa 700 2ass7 24321 = a.as 620 17.61
Red ~ APC-Cy7 24617 24277 -2 S5.02 559 19.98
e G Bvaz1 8239 s131 = 307 s0s 1a4.37
Violet = BVS10 28887 28347 -2 2.491 595 14.61
Veotet o BV6OS a11as a1384 o s.=s s11 ss.as
Viotet c BVEeSO sss7a sss7e 1 s.a3 2646 1s.s
Vaotet e BvZ11 22694 22168 = s.3s azs 17.81
Viciet A BV7SS a7e3s asoss = &.26 694 25.a4
35S uUv B BUV3SS 8588 8277 3 .92 1004 10.75
355 UV A INDO-1 11120 10822 = a.96 saa 31.51

Detector Settings (Continued)

Laser o ey D e PMTV a praTv Qr B PE
Channel
Stue FsSC FSC 26488 10.31 383 22 A NAA Pass
Slue = ssc S9395 a.a1 260 10 ~NsA NSA Pass
Blue E FITC 31 7413 459 s 0.0327 665 Pass
Stue = e s8 64.17 azs 13 ©.23a0s sa7 Pass
Blue < PE-Texas Red -8 S53.91 <90 el 0.0157 360 Pass
Siue B PerCP-Cy5-5 149 5289 631 17 ©.0069 238 Pass
Slue A PE-Cy7 63 97.49 651 18 ©.014s a1 Pass
Red < APC 207 S3.91 631 16 0.0096 156 Pass
Red B A 148 37.71 573 16 ©.0024 638 Pass
Red ~ APC-Cy7 147 <6.55 538 16 ©O.0028 24919 Pass
Viclet = Bvaz1 214 31.14 a1 s ©0.0277 2523 Pass
Research Use Only Page 1 of 2
Cytometer Performance Report
Cytometer: LSRFortessa Adrmanistrator
Cytometer Name: LSRFortessa UCRC
Sevial Number: H658222R1007 BD FACSDiva 8.0.2
Input Device: Manual : 12/713/2019 12:22 P™M
Cvtometer Configuration: X20-S-Blue 3-Red 6-Violet 2-355 UV Cytometer Baseline 10/04/2019 Q1:47 PM
PrF: Pass
Violet = B8vs10 118 S3.91 azs 11 ©.0160 4823 Pass
Viclet o BVEOS 176 213.33 742 23 o.0798 71 Pass
Violet < BVWV&sSO0 192 96.33 679 16 0.032s S7 Pass
Violet B BV711 76 72.23 sesa 11 ©.1137 10 Pass
Violet ~ BV78S 133 73.59 657 16 ©.0704 a Pass
355 UV E BUV3SS 112 <0.72 s26 11 ©.1079 o2 Pass
355 UV A INDO-1 121 12016 sa2 11 ©.0373 660 Pass

Specifications

PMTV Delta from baseline: sa (8D)
Siue Laser Primary Channel Bright Bead 26Robust CV: 6.00 (Recommended)
Violet Laser Primary Channel Brioht Bead 9eRobust OV 6.00 (Recommended)
355 UV Laser Primary Channel Briaht Bead %Robust CV: 6.00 (Recommended)
Red Laser Primary Channel Bright Bead 3eRobust CV: 6.00 (Recommended)

Laser Settings

Detay Detay
Eir (Trigger on ESC) (Trigger on Fluorescence) St et L B i
Blue 0.00 o0.00 o.sa
e 3s.89 3s5.83 o0.9a
355 UV 68.22 67.62 a.79
Red 102.65 101.27 a.se
Windowe Extension: 10.00
£SC Ares Scaling Factor:  0.71
Threshoid
Thweshold (FSC): 1067sS
]—c
Research Use Only Page 2 of 2

Page | 54



Annexe 2: Exemple de données obtenues a partir de I’analyseur Cell-Dyn Ruby

CELL-DYN Ruby  Version du logiciel 22 ML  12/23/2020 14:05  Numéro de série de I'analyseur: 70320BG
SEREFO-UCRC UNIERSIY CLINICAL RESEARCH CENTER
FMOS-FAPH/NIAID

MANDEKA # 2
Page Routine
ID échant, UKNEQAS332 Type échant, Pat ient Séq.n® @+ Dop
Nom patient Né(e) le Sexe Inconnu  Rép.
ID patient D/H prélév. Test
Médecin Champ util.1 Mode : Page
Commentaire Champ util.2 Limites "
SUSPECT
WBC 10e3/uL  WEC
% BAND g g
1.89* 71.0° % VARLYM
MONO .292* 11.0* % NRBC/RREC g 8
.066* 249 % g
BASO 0.00* 0.00 % DFLT (LM) w 3 g 3
Z : 3
RBC 10e6/ul = 8 : § 8
HGB g/dL - (U]
HCT % ) ' / 2
MCV fL RBC MORPH s
MCH 923 pg 5 = - ; = J = /.,__,
MUHC: 13 gL MCHO T compexte "" Losua
RDW 34.5” %
29 10e3/uL
>»>>  fL UR
0 50 100 15 200 280 0 50 100
PLT REL
LIMITES
WBC 3.23-11.9 RBC 3.56-6.17 PLT 145.-614.
NEU 1.04-6.22 39.3-73.7 % HGB 12.2-17.3 MPV 5.60-94.0
LYM 1.20-3.80 18.0-48.3 % HCT 37.7-53.7 INTERPRETATION
MONO.100-.660 4.40-12.7 % MCV 69.5-97.5 WBC RBC
EOS .030-6.60 .600-7.30 %  MCH 22.3-33.4 POPULATIONS ANORMALES SUSPECTEES :
BASO 0.00-080 0.00-1.70 %  MCHC 30.7-34.7 Alarme comptage WBC Erythroblastes Donnces PLT hors limites
ROW_11.8-20.4 Alarme formule WBC RBC résistants Interfer region haute PLT
Bands Morphologie RBC

Lymphocytes atypiques MCHC hors limites

ANOMALIES DEFINIES PAR L'UTILISATEUR :

Leucopénie Anémie Thrombooytose
Neutropénie Microcytose
Hyperchromie

Anisocytose
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Annexe 3: Feuille de calcul d’Immunophénotypage

UKNEQAS CALCULATION WORKSHEET

SAMPLE ID#:

TRIAL#:

FLOW CYTOMETER USED#: QWK 1 (#41021) QWK 2 (#41048)
LSR 11 (#42906) LSR FORTESSA (#43618)

DATE RUN :

WC COUNT = x10%/ul x 1000 = x 10%/L

(NOTE : WBC Count value from Act-diff must be reported in units of *x 10%/L*.
To do this you must multiply the value by 1000)

LYMPHO% =

CD3" % =

CD3'/CD4™ % =

CD3*/CD8" % =

CD19" % =

CD16"/CD56" % =

ABSOLUTE LYMPHOCYTE COUNT = WBC COUNT x LYMPHO%

= x 10%/L x 0% = x 10°/L

ABSOLUTE SUBSET VALUE = ABSOLUTE LYMPH COUNT x SUBSET%

CD3* ABS VALUE = x 10%/L x % = x 10%/L
CD3*/CD4* ABS VALUE = x 10%/L x % = x 10%/L
CD3*/CD8* ABS VALUE = x 10%/L x % = x 10%/L
CD19* ABS VALUE = x 10%/L x % = x 10%/L
CD16%/CD56* ABS VALUE = x 10%/L x % = x 10%/L
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Annexe 4: Exemple de résultat ’UKNEQAS de I’échantillon 332

UK NEGQAS Shefficld Teaching Hospitals Lizad|
Leucocyte iImmunophenotyping
Immune Monitoring Programme
An Participant Report
Distribution - 192001 Sample - 332 Partcipant ID - 43618
Date Issued - 13 May 2019 Cilosing Date - 03 June 2019 Machine Used - LSRFortessa
Trial Comments
This trial was issued to 780 participants
Sample Comments
This sample was made by UK NEQAS L1 using stabilised blood & bicod artficially depieted of CD3+/CD<4+ lymphocytes
Ab: . Values and Performance
Cefl Population I Your Results l Robust Mean I Robust SO
(cells/ul ) (celis/ul ) (celisiul )
CD3+ Lymphocytes s29.00 s66. 18 so0s7
CD3+/CD4+ Lymphocytes | 49 00 se. 89 72s
CD3+/CD8+ Lymphocytes | 426 00 | 433 93 1 4971
CD19+ Lymphocytes 198.00 i 223 a8 I 2544
CD16+/CDS6+ L 244 00 262 08 27 65
Cell Population z Score™ Performance Siatus l Performance Status Classification Owver 12 Sampie Penod
o Sl I v I Acton 1 Crmcal
CD3+ Lymphocytes 074 l Satisfactory 1 ) 1
CD3+/CD4+ Lymphocytes -1.09 | Satisfactory 1 1 )
CD3+/CD8+ Lymphocytes | -o0.1e | Satisfactory 1 | 1 o
CD19+ Lymphocytes -1.00 | Satisfactory 1z o | o
CD16+/CDS6+ L -0.65 ¥ a2 o o
Percentage Values Results and Performance
Cef Population | Your Resuits % | Robust Mean % | Robust SD %
CD3+ Lymphocytes 53 60 s297 | 1568
CD3+/CD4+ Lymphocytes s5.01 530 oss
CD3+/CD8+ Lymphocytes 43 20 | 4087 26s
€D19+ Lymphocyte: 2010 2064 | 121
CD16+/CDS6+ L 24 70 2427 124
Cell Population =z Score* Performance Status | Status C Ower 12 Sampie Period
or Mk v I Action I Trbcat
CD3+ Lymphocyte: | o.40 Satisfactory 12 o o
CD3+/CD4+ Lymphocytes | -0.50 Satisfactory 12 ) o
CD3+/CD8+ Lymphocytes | os8s Satsfactory 12 o o
CD19+ Lymphocytes -0.45 Satisfactory 12 ) o
CO16+/}CDS8~ L 0.35 Y 12 o o
“z Score Limits Definitions
Please note the scale below is applicable to the tables above and to the r score ana charts that follow. tis
not applicable 1o the Cusum control charts.
Critical Action Satisfactory Action Criticat
Absoclute e 5 * T T 3§ < i
-n -3.50 -2.50 -3 o : 2so aso L
Critical Action Satisfactory Action Critical
Percentage Sorinzsod IS« = - - - P — i e
-n -2 o : 2so0 aso ~
Report lsaue Date: 17 Jun 2019 e 192001 100 Page 1 ot 25
s Trust = UKAS reating o Teoa. UK NEQAS for Leucocyte Smmancpnenctyoing.

UK NEGAS Sheffield Teaching Hospitals [rris |

Leucocyte Immunophenotyping

Histograms of Par =z
Absolute Values (cells/uL) - CD3+ Lymphocytes Percentage Values (%) - CD3+ Lymphocytes
Please note ¥ denctes your result Please note ¥ denctes vour result
o <o
- -
0 30
E
=20 ? 20
1
° 1 —_—
TITIHE 5 EREE ¥ S B = 3 =
-~ = = o4 Z O ossi-g & & Y Pee - -
- = = = Score = = o
Absolute Values (cells/pL) - CD3+/CD4+ Lymphocytes
Please note ¥ denotes yous result
=
-
30

Peentagc et

2

Pacrtag o ek
¥

) m—1 1 1
TF T IR RSO YRR R R =3z =
Sl & & SIS e & W RS - =
< = s = =
L) - CD: Lymphocytes
-
s
‘§za
x
@
.
—
o - = RERE Emamr R - = = - e
T R Z 3 3 ¥ %35 3 T 3 I % T — R E per e e
-~ % = 3 5 B e = = - = i 5 5 s g 5 2 32 3 3 3
= F Zscom S = RR G B raeme 3 8=
Report lssue Date: 17 Jun 2019 . e 192001 100 P 2 or 25|
s Trumt = umas ——ting o Tans, UK HEQAS for Laucocyte Smmuncphenctyping.
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UK NEGQAS Sheffield Teaching Hospitals 23|

Leucocyte Immunophenotyping
Immune Monitoring Programme
ANl Participant Report
Distribution - 192001 Sample - 332 Partcipant ID - 43618
Date Issued - 13 May 2019 Cilosing Date - 03 June 2019 Machine Used - LSRFortessa
Trial Comments
This trial was issued to 780 participants
C ts
This sample was made by UK NEQAS LI using siabilised blood & blood artificiaily depieted of CD3+/CD4+ lymphocytes
Ab 1] Values R 1] and Performance
Cefl Population l Your l Mean I Robust SD
(cells/ul) (celis/ul ) (cells/ul )
CD3+ Lymphocytes 529 .00 566 18 SO0.S7
CD3+/CD4+ Lymphocyte: 49 00 S6.89 725
CD3+/CD8+ Lymphocytes | 426.00 433 93 | 4971
CD19+ Lymphocytes 198.00 1 223 a8 | 2544
CD16+/CDS6+ L 244 00 262 08 27 65
Cell Population z Score” Performance Siatus [ Status Ck Owver 12
for Shie: Samngpie I Sousfactory 1 Acton I Crmcal
CD3+ Lymphocytes -0.74 | Satisfactory 11 o 1
CD3+/CD4+ Lymphocytes -1.09 | Satisfactory " 1 o
CD3+/CD8+ Lymphocytes | -0.16 | Satisfactory 11 1 o
CD19+ Lymphocytes | -1.00 | Satisfactory 1z o o
CD16+/CDS6+ 1 -0.65 s v 12 o o
Percentage Values Results and Performance
Ce#l Population | Your Results % l Robust Mean % [ Robust SD %
CD3+ Lymphocytes 53 60 { 5297 | 156
CD3+/CD4+ Lymphocytes | 501 530 osa
CD3+/CD8+ Lymphocytes | 4320 | 4087 | 2e6s
CD19+ Lymphocytes | 2010 2064 | 121
CD16+/CD56+ Lymphoc! 24 70 24 27 124
Cell Population z Score* Performance Status erfor Status C Owver 12
for this Sampie Satsfaciory I Action T Cribcat
CD3+ Lymphocytes | 040 Satisfactory 12 o o
CD3+/CD4+ Lymphocytes | -0.50 Satisfactory 12 o o
CD3+/CD8+ Lymphocytes | oss Satsfactory 12 o o
CD19+ Lymphocytes 1 -0.45 Satisfactory 12 o o
CD16+/CDS56+ Lymphocytes 0.3s Satisfactory 12 o o
“z Score Limits Definitions
Please note the scale below is applicable to the tables above and to the r score ana charts that follow. Itis
not applicable to the Cusum control charts.
Critical Action Satisfactory Action Critical
Absolute et i_z T V) + - >~-——
-n -3.50 -2.50 -1 ° : 250 aso L
Critical Satisfactory Action Critical
Percentage A o = wmn e > 5 P A e ———y P e i s <
-0 -3.50 -2.50 -3 L 3 2s0 aso L
Report issue Date: 17 Jun 2019 I 192001 100 Page 1 of 25
NHs Truse s UKAS taating No. eG4, UK NEQAS for Laucocyte SmmuncphenctyDing.

UK NEGAS Sheffield Teaching Hospitals S|

Leucocyte Immunophenotyping

Histograms of Participant z Scores

Absolute Values (cells/uL) - CD3+ Lymphocytes Percentage Values (%) - CD3+ Lymphocytes
Please note V¥ denotes yous result Please note V¥ denobtes your result
P <o
» hd
- 30
H i
-é 5 = 20
£ g
1 a
. - = = - - — = = —
TR TR 3 B 8 8 X == T 3 2 3 = ST I I IE
- % 2 4 B % W P AT - =2 -2 & X ¥ s § § 8 NS
- = = e -» = = = Scova = - a
Absolute Values (cells/uL) Lymphocytes Percentage Values (%) - CD3+/CD4+ Lymphocytes
Please note ¥ denotes yous result Please note ¥ denctes your result
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30 3a
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-
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- ~ - — =l = = - = - = — =
y 2R EsS s o -8 8 8 83 T 3 % T — IR 2 = Z = T T
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3 = T Zscam = F F S Tame = S
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Leucocyte Immunophenotyping
Histograms of Participant z Scores
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Plea: Nnote ¥ dencotes yous result Ploase note ¥V dencotes your result
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Sheffield Teaching Hospitals S|

UK NEGQAS

Leucocyte Immunophenotyping
Platform Specific Statistics
(Please note only groups of >20 refusns are Saplayed)
CD3+ Lymphocytes Absolute Count Values (cells/pL) Percentage Values
Methoa Returns l Robust Robust Retums Robust l Robust
Mean SD Mean SO
FLOW COUNT 102 5332 468 106 533 1.4
HAEM. LYMPH - - - 21 531 26
HAEM. WBC 24 s60.8 s54.3 30 s3.9 1.2
TRUCOUNT 243 s580.6 408 238 527 1.5
CD3+/CD4+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/uL) Percentage Values
Method Returns [ Robust Robust Returns l Robust [ Robust
Mean SD Mean SD
FACSCOUNT 82 52.0 7.8 60 3.7 o6
FLOW COUNT 118 552 7.1 112 ss5 os
HAEM. LYMPH - - - 21 s4 os
HAEM. WBC 24 546 7.2 30 52 0.3
TRUCOUNT 243 59.0 6.5 235 s4 os
CD3+/CD8+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/uL) Percentage Valuos
Method Returns l Robust Robust Returmns l Robust l Robust
Mean sSD Mean SO
FLOW COUNT 102 4030 395 105 405 26
HAEM. LYMPH - | - - 21 40.1 23
HAEM. WBC 24 4387 477 30 aze 1.7
TRUCOUNT 238 | __asos 416 231 s10 2s
CD19+ Lymphocytes Absolute Count Values (cells/uL) Percentage Values
Method Returns l Robust Retums l Robust Robust
Mean SO Mean SO
FLOW COUNT 93 200.2 29.3 as 20.0 1.3
HAEM. WBC 23 209.0 239 28 199 1.2
TRUCOUNT 193 2325 19.6 190 21.1 1.0
CD16+/CDS56+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/ul) Percentage Values
Method Returns l Robust Robust Retums I Robust [ Robust
Mean SO Meoan SO
FLOW COUNT 83 2420 232 8s 240 1.2
HAEM. WBC 22 2507 252 28 246 1.2
TRUCOUNT 193 2711 230 190 245 1.2
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UK NEQAS Sheffield Teaching Hospitals LUz
Leucocyte Immunophenotyping
A = or S s
Mw’uﬁymd>mm-u.w)
CD3+ Lymphocytes Absolute Count Values (cells/pL) Percentage Values
Method Returns I Robust I Robust Returns I Robust l Robust
Mean sSD Mean sSD
BD Biosciences 287 s77.9 a1.8 284 s28 | 15
Beckman Coulter 127 536.2 523 140 533 15
CD3+/CD4+ Lymphocytes ite Count BL) Percentage Values
Method Returns Robust Robust Returns l Robust Robust
Mean sSD Mean sD
BD Biosciences 366 57.3 71 341 | 52 o6
Beckman Coulter 136 | 55.3 7.3 149 s.s | os
CD3+/CD8+ Lymphocytes Absolute Court Values (cells/plL) Percentage Values
Method Returns Robust Robust Returns l Robust Robust
Mean sSD Mean sD
BD Biosciences 285 4455 a4.5 280 41.0 | 26
Beckman Coulter 126 408.1 az2.7 140 406 2.7
CD19+ Lymphocytes Absolute Court Values (cells/pl) Percentage Values
Method Returns I Robust I Robust Returns I Robust l Robust
Mean SD Mean sSD
BD Biosciences 217 220.9 215 228 209 2
Beckman Coulter 120 204.6 29.1 135 200 1.5
CD16+/CDS56+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/uL) Percentage Values
Method Reoturns I Robust Robust Returns I Robust Robust
Mean sSD Mean sSD
BD Biosciences 218 269.1 253 229 245 1.2
Beckman Coulter 102 243.8 254 116 239 1.2
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Leucocyte Immunophenotyping
Antibody Fluorochrome Specific Statistics
(Prease note only groups of >20 returns are dsplayed)
CD3+ Lymphocytes Absolute Count Values (cells/pL) Percentage Values
Method Returns Robust Robust Returns I Robust Robust
Mean sD Mean so
FITC 272 | s7e.a 425 285 1 s28 | 15
PCsS 57 s32.s 434 &3 s3s 13
PE-CYS a4 | sazs s3.4 as 532 I 17
CD3+/CD4+ Lymphocytes ste Count Val R pL) Percentage Values
Method Returns Robust I Robust Returns I Robust I Robust
Mean sD Mean sD
APC 126 s57.8 6.4 126 s.a os
FITC = = - 20 | s2 | os
PE 152 s4.0 | 80 132 | as | 1.3
PE-CY7 127 592 65 130 | 53 | os
RD1 so | se.a I 7.4 &1 i s6 I os
CD3+/CD&8+ Lymphocytes ste Count « L) Percentage Values
Method Returns Robust l Robust Returns Robust I Robust
Mean SD Mean SD
APC-Cy7 121 | asase as.1 126 411 25
ECD o1 | acaa | 3so o8 | 409 | 22
PE 149 | aaz3 38.1 143 409 | 26
CD19+ Lymphocytes te Count ( [ Percentage Values
Method Returns I Robust I Robust Returns Robust I Robust
Mean SD Mean sSD
APC 207 231.5 212 211 210 10
ECD 76 | 2003 | 313 a4 | 200 | 14
PE = | = = 20 19.7 10
CD16+/CDS6+ Lymphocytes Absolute Count Values (cells/pL) Percentage Values
Method Returns I Robust Robust Returns l Robust Robust
Mean sD Mean sD
PE 260 | 2652 285 280 | 244 | 12
RD1 3s 244.0 225 a0 238 1.1
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UK NEGQAS Sheffield Teaching Hospitals 253
Leucocyte Immunophenotyping

Flow Cytometer Specific Statistics

note anty of »20 are
CD3+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/ul ) Percentage Values
Method Returns I Robust Robust Returns l Robust Robust
Mean so Mean sD
Facs Canto 1l 185 5747 a7 195 s52.7 1.5
Facscalibur | s8 . sss.1 i 416 | so | 532 18
FC-500 as s41.4 soa Py s32 1s
Navios 80 _ s39.1 Se.1 20 s3.s 14
CD3+/CD4+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/ul ) Percentage Values
Method R I R I Returns I Robust Robust
MMean sSD ANean sSD
Facs Canto Il 184 s83 66 191 sa os
Facscalibur | S0 | S0 S 1 79 | s1 53 Oa
Facscount | 76 | s12 | 72 | s1 | 36 | os
FACSPresto 32 soa <8 - - -
FC-500 | <8 | ss5s5 | 6o | s2 | 5= | o=
Navios 80 557 7.7 a9 ss os
CD3+/CD8+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/ut ) Percentage Values
Method Returns l Robust Robust Returns I Robust l Robust
Mean sD Mean sD
Facs Canto Il 184 4517 | <0< 193 <12 22
Facscalibur ss | asie | 3s0 s7 <09 2a
FC-s00 s 4044 341 a8 402 3.1
Navios 80 408 7 4as 4 20 411 23
CD19+ Lymphocytes
Method
Facs Canto Il
Facscalibur
FC-500
Navios
CD16+/CD56+ Lymphocytes
Method
Facs Canto Il
Facscalibur
FC-S00
Navios 67 2420 262 78 238 12
Roport Issve Date: 17 Jun 2019 . Oistribution: WM 162001, Version: 1 0.0 Page 11 of 25

Hospaais NHS Foundation Trust. 8 UKAS Sroficency Testing Srovider No. TI04, operating UK NEGAS for Lewcocyte Mmooty Peng.

UK NEGQAS

Leucocyte Immunophenotyping

Gating Strategy Specific Statistics

note aney of >20 are
CD3+ Lymphocytes Absolute Count Values (ceiis/ul ) Percentage Values
Method Returns l Robust Robust Returns I Robust Robust
Mean so Mean sD
CD45/SSC 371 ses.2 499 399 s3.0 15
FSC/SSC 23 s77.7 69 3 23 52.7 2s
CD3+/CD4+ Lymphocytes Absolute Count Values (colis/ul ) Percentage Values
Method Returns I Robust I Robust Returns. I Robust Robust
Mean SO Aean SD
cD3 22 552 7.2 - - -
CD4as/SSC 374 s7.8 7.0 396 sa os
Facscount Gating 72 s1.4 7.3 se 3e os
FSC/SSC 28 s8s 88 26 sa o6
CD3+/CD8+ Ly cytes Absolute Count Values (colis/ut ) Percentage Values
Method Returns l Robust Robust Returns [ Robust Robust
Mean SD MNean SD
CD4as/SSC 367 4350 474 393 409 26
FSC/SSC 23 4349 69 2 23 413 30
CD19+ Lymphocy Absolute Count Values (celis/ul ) Percentage Values
Method Returns I Robust Robust Returns l Robust Robust
Mean sD Mean sD
CDas/SSC 318 2221 256 343 20.7 12
CD16+/CDS56+ Lymphocytes Absolute Count Values (celis/ul ) Percentage Values
Method Returns l Robust Robust Returns l Robust Robust
Mean SD Mean SD
CD4a5s/SSC 303 2606 277 329 243 12
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Annexe 5: Certificat de 'UKNEQAS

UK NEQAS Sheffield Teaching Hospitals [TiK3

Leucocyte Immunophenotyping

We certify that the organisation named below is participating in the
Leucocyte Immunophenotyping Programme for the period

01-April-2019 to 31-March-2020
43618

University Research Clinical Center
Point-G/FMOS/F AP H
Bamako

This organisation is registered for :-

Flow Cytometry Programmes

Immune Monitoring

Signed :- e :
-~ , =
/ 4 /,) c /{/ \.‘ = t‘:ﬂ_l
— . -/
Mr Liam Whitby Mr Stuart Scott
Director Centre Manager
Date Reviewed: 07/05/2020 Page 1 of 1 Author: Liam Whitby
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11. SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers
de l’ordre des pharmaciens et de mes condisciples .
d’honorer ceux qui m’ont instruit dans les preceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele
a leur enseignement;

d’exercer, dans [’intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la législation
en vigueur, mais aussi les regles de [’honneur, de la probité
et du désintéressement;

de ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers
le malade et sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances
et mon état pour corrompre les meeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m accordent leur estime si je suis fidele a
mes promesses. Que je sois couvert d’opprobre et méprisé
de mes confreres si j 'y manque '

Je le jure M
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