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.  INTRODUCTION

Les notes renvoient a la bibliographie pagfe

Cette étude, tenant lieu de thése en biologie médicale, vise a mettre emayplsei
du laboratoire de bactériologiy aut omati sati on de |l a cytologi
par e modul e | i gqui dueomdiede Haaégidlogiel médiche u h 6 UF4000 d

| 6entreprise SysmexE.

Cet automate est usmalyseur automatisé de particde d 6 utilisé eneoutine au sein du
| aboratoire du I|S&SHhilyssdcpohacEogguegdesurines. Il possede

en plus du module urine utilisé, un module liquide biologique non exploité a ceCeur.
module liquide biologique visecnmpléter et/ou remplacéramalyse manuelle cytologique et

| 6examen diredbéubatt ®ui deogi que
Le but de c e toiteece inddulesee rowiseterrifladt ses pelformances.

Cette étudale vérification de méthode du module liquide bipio g u e 008 petmeétittd 4

aussi ddesadomées rforeconnuesegour dans la bibliographie.

A. Les liquides biologiquesen bactériologie médicale

Le terme diquides biologiques utilisé par Sysmex Scorp® est un terme large
désignant de manieggnérale udiquide produit par un organisme vivant. Il entepdr ce
ter me, | 6anal yse doun l i qui de humai n, autr
di ff®r enciati on c el toatlibaentrae diagnostatddtuanuet rpealt hpod rotgi
distinguecomme lguides biologiquesle liquide céphaloachidien(LCR), le liquide pleural
lel i qui de p ®r i le bgoide péricardiqudedligusde symoeial / articulairet le
liquide de dialyse péritonéale

Notr e ®tpartdessurded egspremiersiquides biologiques. Le liqual de dialyse
p®r it on®a lamalyséaue dediquides tispenibles lors de notre étude.

A | dexcept i on -rachidieh (LERY, iedliguides®ipldgmue®analysés smunt
des liqguids d 6 ®peatrJo lgeidre d 6 ®panchement est un | iqui

pathologique dans une cavité naturelle ou dans un tissu. Ici le tissis@stuag

Les séreuses sont des membranes enveloppant les organes. Elles sont composées de deux
feuillets: un feuillet viscé a | coll ® © | 6organe et un feuill

par | 6i nter m®di ai re dobéune faible quantit®

2



certaines situations pathologiques, la sérosité augmente de volume de fagoal@nle

igui de contenu dans | a s®reuse est séeepspdel ® | e
Synoviale Articulation Liquide articulaire Arthrite
Plévre Poumon Liguide deural Pleurésie
Péricarde Cilur Liquide péricardique Péricardite
Péritoine Appareil digestif Liquide dbé I nfection du

Tableau 1: Les séreuses

Ces cing liquides, | e L SR toestdesliquidake kCategoiied es d 6
| & ed-&dire normalement stériles a condition que le prélevement smitectement

réalig.!

Ce sontdes préléevements précieuxls sont parfois difficiles a prélever, leur volume est

souvent faible efeur infection conduit & dgsathologiesnfectieugs gravesge morbidités et

mortalitésélevéeg:3

1. Liqui des doé®panchement
Les | iqui de ssontlcdas&esemdeux eatdgoni&d3??
- lestranssudatsce s | i qui d e ssodt&®g & @coahuesnee nm®c ani que.

a pas doéi nd | ra®@semalptseage . accdudailiquide plasmatique entre les

deux feuill et s dne altrationsd®leuésnctoas physiaogigusse d 0
- lesexsudatsces | i qui dmen td or@®@sawnictheent doéune 1 nfl &

Il'y a une modification de la peeabilité de la membrane. lls sont galement

déorigine infectieuse

Léanal yse bact®riol ogique des | itrgeniédderxe d 6 ®p a

ces exsudats.

La premi re ®tape de | 6examen doéursuldiaduidda nd
transsudat avant toute analysécrobiologique® Les criteres utilisés pour cette distinction

varient en fonction des liquides| | a nt  dlboahimigues& aytolegiques

a) Liquide articulaire

Le liquide articulaire ou communément aussi appegléde synovial est un liquide se

trouvant au cont act dlasyhodalesERe estcanstitudedeu nl Osaer uli ¢

3



feuillet. Ce liquide et sécrété par la membrane synoviale de la cavité articulaire. Il a
plusieurs rélesunréle nutrif etun r * 1l e de |l ubrifiant de | d6art
grace a son compant principal, le hyaluronate.
Le liquide articulaire peut dans certaicesétre sécrété en exceSa ponction aura alors un
double intérét conduire au diagnostguite” | 6anal yse c | ietappgteran et pa
traitement symptomatique afin deulager le patienCet épanchement pourra &tfé
- un transsudat: le liquide articulairen 0 epag inflammatoire maid 6 or i gi ne
mécanique, cons ®cut i f hé, uche tilrGaumattdassgeodystr o
ostéonécrosetc
- un exsudat: le liquide articulaire eshflammatoire (arthrite) et peatvoir différentes
origines:
o infectieuse arthrite septiquebactérienne virale, mycosique, tuberculeuse
0 métabolique arthite microcristalline accumulation de cristai®
o0 auto-immune: arthrite réactionnelle polyarthrite rhumatoide lupus

érythénateux disséminé, rhumatisme psoqasi etc.

Aides cytologiqued bactériologigues / biochimiguesa la distinction

La numération leucocytaire permetd 6 ai der "’ d i s ntas rcguses e cete s di
épanchement Un transsudat généralement un taux ¥000 leucocytes/minUn exsudat
présentelus de 2000 leucocytes/mdt

De plus, la formule leucocytaire aideissi audiagnosticde cet épanchement. Une formule
prédominée par les pgiucléaires neutrophiles orientgers une arthrite septique
réactionnéée ou microcristallire.* Une formule prédominée pades cellulesmononuclées

orientele diagnostic vers des maladies de systémees arthrites virales etc

Lbanal yse bi ochi mi que du l i qui de articul air
diagnostique maig contribue. Leprotéines totalesont souvent dosées en routingn taux

supérieur a 45g/I définit un liquide articu@inflammatoire?

Déaut® ®&®ment s sont ®gal ement syst ®mati queme.

contribuent eux aussi au diagnostita macroscopie du prélevement, la présence de

>

mi crocristaux, |l a pr®sente de bact®rie ~ | 0de

Un tabeau récapitulatif a été effué et se trouve elnnexe ipage ).



Arthrite septique

Loburgence duadnagutiideuearti cul aire au | abor a-
présente une mortalité élevée et entraine des dommages fonctionnelsitesrBe porte

déentr ®e h®matog ne suite ' ellasecaractéritSegpartuneon c L
articulation rouge, chaude, douloureuse et tuméfiée. Dans la plupart des cas, une seule
articulation est touchée et le patient présente Iggesigéne&rux doéi nf | ammat i or
hyperleucocytose, CRP augmeritée’*

Le liquide articulaire est dans ce cas, inflammatoire eiche en leucocytes (>10000
leucocytes/mrit, >20000 leucocytes/mialans 80% des cas et >50000 leucocytes/dans

65% descas). La formule leucocytaire est prédominée par des polynucléaires neutrophiles
souvent altérés*L 6 ex amen diol ®ectat pan He GRAdnsh®E st poc
75% des ca$Les agents phbgenes les plus fréquemment reriodesvarient en fontion de

| 6 CRywr 16 a d u | soredes Goaei GRAMpositifs avede Staphylococcus aurelet les
Streptocoque$

b) Liquide pleural

Le liquide pleural est un liquide se trouvant entre les deuilets de la séreuse du
poumon: la plévre. Il permet le glsse me n t des deux feuillets |0
physiologique lors du chaegme n't de vol ume des poumons p
| 6 e x p iLe lguide glaural est constitué et résorne niveau du feuillet pariétalson
volume normalest de 2 a 5nl par hémithoraxUne quantité excessive de ce liquide est

considéré comme pathologique et peut étre égpée pardifférentes causes®

Une ponction pleurale s t ef f ect u®e diagnbsticn Cetd dpa&nthanyeet rpeut
étre: 4,1013
- un transsudat: l e | i gui das inflamimataire, d Espaudeeen protéines
et en cellulesCe sont des pleurésies a plévre normale. Edflsslteitd 6 une anomal i
mécanique
o par déséquilibre de pressions hydrostatiqiresiffisance cardiaque,
hypertension portale) et oncotiques (hypoalbuminémie pgindrome
néphrotique, insuffisance patocellulairecirrhose dénutritior).
o pardiminutionde la d@ression pleulla (atélectasie pulmonaire).
O prrpassage de | iqui de dO(massdiaphragmatigue s | a

par les puits de Ranvier



- un exsudat: le liquide pleural esinflammatoire,riche en protéinest en cellules. Ce
sont des pleurésies a plévre pathologiggsultantd 6une atteinte de |
diversesagression:
o pleurésie irectieuse lésions inflammatoires de la plevre par augmentation de
la perméabilité capillaire ddori gi ne (8panchén@mti enne
parapneumonicgi non compliqué liquide clair sans bactériesepanchement
parapneumoniqueompliqué: liquide trouble avec dctérie/ empyéeme ou
pleurésie purlente: pus francavec bactérigsvirale, tuberculeuse
o pleurésiemétastatique diminution de la réabsorption lymphatique par des
cellules tumorales
0 autres pleurésiessuiteaune embol i e pul mo liéa aune , l i ®

maladie de systémeuite a une pancréatite, chylothoeds.

Aides cytologiques / bactériologigues / biochimigues a la distinction

L 6 a n dibchimiguedu liquide pleural permet 6 e f f cette distiection entren exsuda
etun transsudaPour cela, sont analysés plusieurs parametres comme les protéines, les LDH

le glucoseou le cholestérol. Des ratios s@utssisouvent utilisés ou les criteres de Light pour

permettre de classer | 6®@p®¥Hchement en exsuda
La numératn leucocytaire aide aussi au diagnostic u n l i qui de pl eur
transudative présente en général moins de 1000 leucocytts/mm di s quodéun | i qu

déorigine exsudative peut pr@sppuvanemémaétre 1000

supéteur & 10000 leucocytes/mihor s dOouA* i nfection.

Une numérationprécised e s | euc o c yt e'’s?: l@a nomera de tedcocptas ®@arié t
beaucoup entre un simple exsudat et un empyéme. En revanche, ce qui est aétpouina
orienter le diagndsc est la formule leucocytaireun nombre important de neutrolas

orientera vers une infectigngermes pyogenes.

Tout comme | e |liquide articulaire, doautre
recher ch®s é&ctet dorbuem eux ausau rdiagnostic la macroscopie du
prélevement qui reste dans ce cas présent, limitéaget pr ®s ence de bact ®r i e

qui permet un diagnostic présomptif avec une bonne spécifcité

Un tableau récapitulatif a@effectué et se trouve émnexe2 (page 2).



Pleurésie bactérienne

Au laboratoire, la pleurésie bactérierast recherchée&ette derniére peut se caractériser par

une pleurésie parapneumoniqeei mp |l e ujnes gouée’'ur ®si e purul ent e.
pulmonaire est la plus fréquote, la moitié des pneumopathies bactériennes se compliquent
déun ®panchem@®panphememai . pl eur al est souvent
plus souvent par de la fievnene toux productive, des douleurs thoraciques et une dyspnée.

Le taux de leucocytes est généralement supérieur a 10000 leucocyfe¢émncas

d 6 e mp yles teacocytes peuvent étre supérieurs a 25000 leucocyt®savet plus de

50% de PNN a la formule leucocytafre.

La distinction entre | 6 ® p amplighée aneompliquépreer a p n e
sbeffectue pas par | e n o albursearadtéresibiechimiquesy t es n
|l a pr®sence de batt®ries ~ | 6examen direct.
Chez | @sbdaefies les plud freguemment rencontrées pour les pleurésies bastérienne

aprte doent r ®e Staphylococcusa aurelsStreptacoctuspneumoniae,
Klebsiellapneumoniaet les Streptocoques oratsi¢

LO®t i ol ogi e Itau®eparad emesret del e uun @ux deneucotytese , g u.
pouvant aller jusque 100 leucocytes/mfimais avec une prédominance de cellules

lymphocytairesa la formuldeucocytaire
C) Liquide péricardique

Le liquide péricardiquest un liquide se trouvant entess deux feuillets du péricarde.
Il est présen de facon physiologiqgue entrees deux feuillets afin ddaciliter leurs
mouvemerd. Son volume varie de 20 & 5nl. En situation pathologiquspn volume peut
augmenteet peut entrainame compression cardiaque appelée tamponnade.#141°
Sa ponction ain but diagnostic et #rapeutiquele diagnosticlinique et paracliniquerime

avant le diagnostic pgionction*1415

Cet épanchement pourgare: 41415
0 un transsudat: le liquide péricardiquan 6 epastinflammatoirepauvre en
protéines et en cellules | r ® s el dnomalie dnécanmug@nsuffisance
r®nal e, doéhypot hyr odtraematisaée) .c hi rur gi e
0 un exsudat: le liquide péricardique esflammatoire (péricardite)jiche en
protéines et en celldell estd 6 or i gi n e nébphasficee Ui desa el

causes inflammatoires



La péricardite infetteuse est souvent virale.ll& peut étre aussi bactériens®uvent
secondae a une pneumonie bactérienme a un empyeme chez les sujets agés ou ckez le
patientsmmunodéprimés Elle peut étre égalemedtdriginetuberculeuse.

Les bactéries les plus fréquemment impliquées dans lesapbtes bactériennes sont
Staphylococcus aureu$Streptococcus pneumonjakes Streptocoques, lestérobactéries,

quelgues anaérobies@oxiella burnetii®*

Léanaldaxsescopique du | iquide p®ricardique
diagnostic* P a r contr e, son analyse biochimique
comme le liquide leural, permettra de définir son origine transudat{we 30g/l) ou
exsudative(> 30g/I).

La num®r ation | eucocytaire est | e test | e
dernier est caractérisé par un taux de leucocytes supérieur a 100§ ties/omas.>34
Dans la plupart des cas, Ipéricardits bactériemes mt plus de5000 leucocytes/mret la

formule leucocytaire egrrédominée par lgsolynucléaires neutrophilés.
d) Li quide dbéascite

Le liguide péritonéal est un liquedse trouvant physiologiquement, en trés faible

guantité, entre les deux feuillets du périn@. Le péritoine est la séreuse recouvrant

n

| 6seenmb | e de | 6appareil di gest i principdlementissgui de

du liquide interstitiel Bpatique passant a travers la capsule du‘fdiersque son volume
augmente et dévient exaifs(supérieur a 10m|)ce liquide porte alors le nhom de liquide

ddobascite.

Les principaux m®cani smets de formation de

| 6

- larupturd ntrap®riton®al e:ddadnaldymghatigué mésentédiqueq ui di

oul ymphati gue lh®pat ieqgee ®t@dunda pancr ®as,

- une géne a la résorption du liquide péritonéaine obstruction pouvant étre
secondaire aunetumeurngagil e du p®r i toine ou dbébune t
- un exces de production du liquide péritonéairhose,insuffisance cardiaque droite,

syndrome néphrotique

Les donn®es de | 6examen cliniqgue peuvent
Néan moi ns |l a ponction du l i qui de dbéascite
paracliniqaeandt®®t’i oll @xa&@men clinique.

ub
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Le | i gui abtelassitakitgsettemenen:

o transsudat:le | i qui estpaudré enprotéirngs 25g/l)et en cellules.
On | 6appel | EAscitelaees lsypegemstomportaie | | r ®sul t e
cause meégaque (phénomenes de stase s¢arent) Ce transsudast observe
lors de la cirrhos |, | 6i nsuf f ide péancarlite coastridtivea deu e ,
métastases hépatiques, de thromboses de la veine cave inférieure ou de la
veine porte etc.

0 exsudat: le liquide d 6 a sriche eéngrotéirse$>25g/l) et en cellules. lest
doéoal | ur eire.drf | latmakgeiieeapréssion portale armale Il est
observé dans dbascit e mal i gne, daa tulberc@ose | q u e,

péritonéale | 6 hypot hyr ongptirotiqueetd. e syndr ome

Aides cytologiques / bactériologigues / biochimiques a #istinction

Léanal yse pbrmadcoheifniieqcuteu er | a d iur exsedate Fooreelad u t r
plusieurs marqueursraditionnels peuvent étre utilisedes protéinesle cholestérol, d
glucose, les triglycéridestc. Mais parfois,| 6 i n ttienr de rseé8tdasages de protéines

classent, dort, une ascite transudative en exsudatiy@ar exemple, une partie descaes

avec hypertension portale ont un taux de protidesvé®s (exempl e | ors de
cardi aque ou | or s nadtbunesaigine eighotique >ave® gne arigimab i
tubercul euse) . L6ut talsicd atiiqure déunl 6agrl eoduima mte

cette mauvaise distinctiat de mieux défir son étiologie : ce gradient est supérieur au

concept de transsudat/exsul pour ckPa8ser | dascite.

Léanal yse cyt alssidgd ogruiee npteer rmlalprésarcee de gahyusldaires
neutrophiles ori ent er ainfdcton ghont@arge dudidquidecchee e f a v
cirrhotique, vers une pancréatite vars un hépatocarcinome. Les ascites lymphocytaires

orienteront plus le diagnostic vers une tuberculose péritonéale.

Tout cC omme |l es autres | i g u mehe systéemaliquement r e s |
recherch®s -~ | 6 examen du diagoostic |Btmacwscopie di b uent
prélevement qui donne une bonne orientation diagnostique, et la présence de bactérie a

| 6 e x a me*tn tableau eécapitulatif a été effectuése trouve ernnexe3 (page 2).

Infection spontanée du liqguided 6 asci t e

Au laboratoire de bactériologiest rechercteél 6 i nf e c tni®en dap olnitgau i de

(1 SLA) n®cessitant l a mise en place |1 mm®di a



éwcatrice et/ ou d% eaparekine ndigestizerstda plus fréqueitd .

suite a une migration transmurale des bactéries intestieede® une col oni sati on
de | 6asciltoe manwnod®pr eedd Les simed hiologigues ethclmiguesy u

les plus courast sont les di arr h®e s, |l es doul eur s abdonm
| 6hyperl eucecy®opldal epat hi e.

L61 SLA s par uh@&bnibreidgolynucléaires neutrophiles en valeur absoiue

250/mn? a lacytologie’ L 6 e x a me n  d coloratiornt de GRAMest peu sensible

(10%), tout comme la culture* Les bactéries les plus fréqguemment rencontrées sont les
entérobactéries notammentEscherichia coliet Klebsiella sp Les streptocoques peuvent

aussiétre observés34

En fonction ducontexte clinique,d tuberculose péritonéafeut étre évoquéed.e taux de
leucocytes est généralement supérieur a 1000 leucocytdaframune nette prédominance

de lymphocytes a la formuleucocytaire

2. Le liquide céphalo-rachidien

Le liquide céphalorachidien 6 e s t pas un | i.gqéoedé da®dama
physi ol ogiqgue r ®sul t anCeliqgdide edt sBarétét parads iplexusr at i o
choroidesdes ventricules cérébraux. Il circule dans lspaees sws-arachnoidiensdu
systeme nerveux central (SNC|J assure en aut r e, un rtl e m®cani qu

préservanainsile tissu nerveusousjacent

Son volume est en général de 100 a 150llmdst stérile, pauvre en protéings15 a 0,45
g/l), en glicose(50% a 66% de la glycémie patieet)en celluleg<5 leucocytes/mrpour
un adule!?). La ponction de LCR se fait le plus souvent par la ponction lombairesans

risquesetconséquences h ® mat o me s herni et c®r ®bral e, i nfe

L6 a n al yabielogiomée permet et contribue aliagnosticde différentes infections du
SNC: ! les méningitegt ventriculitesles encéphalites et méningacéphalitesnfectieuses
ou non, &s suppurations intracranienfempyemes, thrombophlébites septiques, gbces

Ces infections engagent le pronostic vital du patient et nécessite une prise en charge rapide du

LCR au sein du laboratoire.

Pour les diagnostiquer les analyss cliniques, paraclinigus et biologiqus sont
indispensablesLa triade clinique diteclassiqie de la méningite se caractérise par un

syndrome méningé avec raideur de la nuque, céphalées intenses et vomissements.
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Les analyss biochimique cytologiqueet batériologiquedu LCR permetent de définirle
type doi nf ett grédaelesicarséguence?’

La pr®sence dbéune hyperpract®ieodachi eCRvmacnu
3-5 leucocytes/mrhet une formule prédominée par les neutrophilésntent le diagnostic

versung nf ect i on d o e¥(forguleningerprétalatat p&rtir deel@léments?3).

Chez les nouveanés | e seui | est pl us haut, un LCR n
leucocyteshm?®.! Généralementle LCR des méningites bactériennes non traitées montre

plus de 1000 leucocytes/mm3 dont plus de 80% denpolgairesneutrophiles Un tableau

récapitulatif a & effectué et se trouve émnexed (page D).

Les principales bactéries responsablesndmingitessont différentesen fonction dd 6 ©g e .

Les méninges communautaires des nouveds sont souvent dsiea Streptococcus
agalactiae Escherichia coli Klou Listeria monocytogene€hez les nourrissons, les enfants

et les adultesStreptococcus pneumoniaéeNeisseria meningitidisont les bactéries les plus
frequemment impliquéest Haemophilus influenzaen | 6 absence.Chezlewacci n
patients immunodéprimésjsteria monocytogenedes entérobactériesu les champignons

sont les plus impliqué's’

3. Prise en chargedes liquides biologiques

Lapriseenchargg e s | i qui de sau skid dugbarataré estme diagnostic
d 6 uncegbem effet, b a n acytglagiguedu liquide permesoit de conduire au diagnostic de
la pathologie du patient, soitbdo r i ent er et c o mipghaBticaimiquerea pi d e m
paracliniquedu médecin encharge du p&nt L énalysemicrobiologique quant a elle,
oriente sur la thérapeutiquea adopter ou a confirmer/infirmer la thérapeutigpar
antibiothérapi@or obabi |l i ste mise en place avant | a r

de la situation ¢hique du pdaent.

L6i nt er a c-biologique est indispensable pquermettre au biologistée répondre a
la demandeirgentedu cliniciendans les étapes
- pré-analytique avec les renseignements cliniques donnés par le prescripteur comme
la symptomatologie climjue, les antibiotigues mis en place, les antécédents du
patient, les orientations diagnostiques possjliteg comme le respect des conditions
de prélevement avec lon remplissage des tubesonditionnant ainsi la suite de la

priseen charge du liquidau sein du laboratoire
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- analytqueavec | 6anal yse <cyt ol aligégesqgoarde perdsonneghi cr ot

compétat - permettant ainsun rendu partiel 6 e x a me au clohician ¢oajours

dans | e but dooptdupdtener | a prise en charg

- postanaytique avec le rendu global du résultat, les prestations de conseils du

biologiste, la communication des résultats urgefdar exemple le LCR)et

|l 6ori entation ®ventuelle. vers des examens

Le biologiste médial jouedoncun réle central dns cettgrise en charge gbale du patient
avec la collaboration cliniecbiologique.Des lors, & prise en charge rapide et adéquate de ces

liquides au laboratoire conditionnera la bonne prise en charge du patient dans sa.globalité

Pour répondre acettte mande dodor i ent aplusieursanalysesuraessises i ¢

de ces liquides doivent étre réaliséms sein du laboratoire de bactérioldgike plus
rapidement possible (dégradation des leuco@ueatelade 2h pour le LCR)?

- 16 analmgooscopique: | 6aspect du p r ®lus ou enwiesret or

diagnosticselon le liquide
- 16 a n armigrasa®pique:
1 cytologiquequantitativeet qualitative
- guantitative: la numération des leucocytkématies (/mri) au moyen
déune cel | u.lles sedils decsignifipativeégclieangeant pour les

différents liquides. LCR : 3-5 leucocytes/m#-23
Liquide articulaire : +/- 200 leucocytes/m#:6°

Les autres liquides: 100 leucocytes/mért
- gualitative: la formule leucocytair@ar coloraticn de MGG (aréaliser en
fonction de | 6anal ystéarecherche des gristayx e
pour les liquidesrticulaires.

1 bactériologique

ra

i e

qu

- observation des b acpar®adloragkos de"GRAMOoRI X a me n

autres quelque soit les résulta cytologiques et biochimiques.

- mise en cultureidentification et antibiogramme

Lénalysebiochimiquedu liquide biologique esealisé en urgence au sein du laboratoire de

biochimie.

En Annexe 5(page @), se trouvatp our | & e n swedesbbiol@iqudseétudiek, ileg
procédures applicables: seindu laboratoire de bactériologie du CHU AMIENSCARDIE.
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B. Techniques de références

Actuellement | 6 a nmactoscapigue dytologique et | 6 e x amen di
bactériologique)des liqui d e s d 6 ® LER, diduielan articalaire, liquide pleural,
l i qui de dobasci t estrédlisépaudesitechnjpu®s maouellesd i q u e )

Comme décriprécédemment, afin de réaliser la prise en charge standard du liquide, plusieurs
techniques manuelles sont mised en v au sein du laboratoirde bactériologie 12
- pour la cytologie
0 quantitative: le décompte manuel en celluleasnptage
o0 quditative: la coloration de MGG(et | 6 ®t a't frais pour
microcristauxdesliquides articulaires.

- pour | 6 e xthauotériologdjue taeatoration de GRAM

1. Analyse cytologique quantitative

Elle est effectué par un systeme manuel appbiEmatimeétres (cellules de comptage)
a usage unique comme les Kovaslide® utiéséu laboratoire du CHd 6 A mi?“&é°rLes
Kovaside® regroupentsur le méme support 10 cellulel® comptageChaque cellule
contient une grille de comptage des élément@eytes/hématies).a lecture est simple et
se trouvdacilitée par la grile. Néanmoins elle peut présertertains inconvénients
0 Le faible volume de liquide étudié 1 €9%. ( 1 mm

o La variabilité inteto p ®r a t eapproxinpaton quanéitativdeséléments:

|l or sque | a cellularit® du l i qui de
entierement la grille de comptagd compie un pet carré ou une lignete
multiplie ensuitepar le fackur multiplicatif correspondantjonné dans la
notice du fournissauen Annexe Gpage %). Cela entraine une baisse de la
précision du comptage.
2. Analysecytologique qualitative

Elle consiste a colorer es cel |l ul es doéun | iquide apr

centrifugationdans le but de connaitre avec précision la nature des éléments présents lors de
| 6 a n eylolgggm@equantitative’? On détermine alors la présence de cellules polynuclées et

la présence de cellules mononuclées.coloration de référence est celle de Mayinwald
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Giemsa (MGG). Elle permet de colorer les noyaux des cellules en bleu, le cytoplasme en rose
et les bactériesn bleu.Nous utilisons |&Kit RAL diagnostic®quiprésented avant age do6°
rapide et simple doutilisation.

3. Examen direct bactériologique

Il consiste & mettre en évidence bestéries dans le liquide avant sa mise en culture.
De nombreuses technicgieexidert avec ou sans coloration. Lichnique utilisée au
laboratoireest lacoloration de GRAM]Ja technique de référenceconnueen bactériologie.

Cet examen oriente sur la famille ou le genre bactérien en fonctiopdeitéade la bactérie a

se déolorer (Bactéries GRAM négatif) ou non (Bactéries GRAM pgsitif ~ | 6al cool
per met ®gal ement dbaat@iger ®ci er | a forme de | a
Cet examen permet de mettre en place, de mod

Les principauxinconvénient de cette méthodsontle manque de sensibilifédn GRAM
notespositif HUFG/MP) g lacompétencedda petsdnnel.

En résumé, les techniques manuelles utilisées actuellement sont des techniques de référence
maisprésentat lesinconvénientgles techniques manuelles, comme
o 16 i mp o wdrigbiité mter-opérateurentrainant une reproductibilité non
satisfaisante
o laformationinitiale et continuelu personnel

o letempsd 6 a n &Timg soesomming)a rigueur eta patiencale la lecture.

La mise en place de techniques automatisées dans un dieods bactériologie permet
déopti mi ser est techthiquesm @anuebties. eHllggésententles avantages
suivants; 224
0 standardisation des résultats avee meilleure reproductibilité.
o0 améelioration dudélai de rendu du résultat donc dela prise en charge du
patient
o tracabilité accrue
o rationalisation ddlux de travailpermettante redéploiemenie personnel pour
| @éal yse déautres examens urgents 0

suppl ®mentaire ou dans | e etdn@ovamteso pp e me n
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Il estdonc utile de connaitre les pefomances ai nsi gue |l es | imit
assurer une maitrise des risquigimale pourorienter le prélevement vers la technique la

plus adaptéemanuelle ou automatisée.

C. Techniques autenatisées

Les techniques automatisées pour la cytobactériologie urinaire sont déja bien
implantées en France dans les laboratoires de biologie médidads études disponibles
montrent de bonnes performances analytiqdes la cytologie automatie® avec ds
techniques dbéanal yse doéi mage, LabbMardaseddedn7Q EI i t
Elektronika®?>2% ou le Cobas 6500 de Roch&®®; aussi avecla détection lasemar
cytométrie de flux apres marquage des cellubes des fluorochromegomme avec
| UF%200I1600000u encore | O0UF4000 coupl®®gde son
Sysmex®.Ces études suggerent la supériorité technique de ces automates dans le décompte

cellulaire pour les urines sans alarmes et sans trop forte turbidité.

L 6 aut dionale la sy@logie des liquides biologiquesgtédéveloppéal y a plus de 40
ansdans | e domai n avecdddférentd dut®mate®eonbnibrpuses études ont

®gal ement montr ®es de bonnes performances a
liquides biologigies en hématologiavec la déedion des cellulesumorales dda ligne XE

ou XN de Sysmex®?23334 de Siemens®, dBeckman®oud 6 Ab b3t t E

Actuellement p eu doatueté aénaldpmés pour la cytologie des liquides dans le
domaire de la bactériologie médicaleEn ef f et , | 6anal yse bact ®r
biologiques est ass@e a des étapes cytologiques complexifiant ainsi le processus
doaut omal & Is@n@ité nytologique des liquides biologiques a aussi retardé la
miseen place de systéeme automagsebactériologiePlusieus études ont et@aliséesur le
passage dwWF100dRkSysnex® eltd sur | Bydret® Mdnhtradt @insi

une grande utilité dans la prise en charge du LCR au sein du labor@uatques autres
étudesonmontrél 6ut i |l it® du mode | iquide biologiqgue
l i gui des d¥Rpoaawcthreerse n®@t udepubht E®s ®p ®gRl & e Q
l ris Diagnostic pour*® |l es |liqguides do®panchen
Ces étudesontren de bell es percdepsecautvematdedutdddursiana
deSysmex®pourl 6 anal yse diguidesbiodagigugsu e des

LOUF4000 ysmex®propose urBnmodule liquide biologique en plus du module urine.
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Les performances du adule urine ont permis son intégration dans le fiuxlaboratoire
permettant | gérerale adupedevierseantti ocdbur i ne de l a cy
(UF400) ° | 6 e n(chaima automatisée detBlestra®).

La mise en place du module liquide lnigigue de cet automate viseraiintégrer les liquides

biologiques a alitomatisation quasiomplete de son analyse bactériologique.

D. L 6 UF 4:8atéchnolaie, son principe, son fonctionnement

L6O6UF4000 d®vel opp® par Sy s quanitatif SutomatipéEde e s t L

particules 4243

1. Caractéristiguesd e | 6appareil

LOUF4000 pr ®s et modetlena somprenahteld parametres et un mode

Liquide biologiguec o mpr enant 9 param tres. Les 9 par a
les leucocyes (WBC), les ématies (RBC), le compte et le pourcentatg cellules
mononucléegMN# et MN%), le compte et le powntagede cellules polynuclées (PN# et

PN%), les cellules épithéliales (EC), le compte total de cellules nuclées (TNC) et les
bactéries (BAT).

Les volumes analysésont différents selon les modes. Le tableau 2 illusttai dumode

liquide biologique.

Cadence de traitements des échantillor 15 échantillons/heure

Volume minimum requis 600 ¢l
Vol ume doaaagyse) ati (450 ¢l
Volume mort 150 ¢l

Tableau 2: Volumes du mode liquide biologique

LéanallybsleRudr0,0 0, elagiciel Bysrhek@Appelé U-WAM permetant une
gestion compl tesadesrésdtasan®es ddadaenadkypar am®t i

de commentaires et de régles de \almh.

2. Technologie et principe ddonctionnement

La technologie mise en Tuvre par L&ESysmex.|

fluorocytométrie en flux est une technique qui permet de mesurer dans une suspension
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cellulaire, lescaractéristiques individlies de chaque particuliegr taille, leur forme, leur
complexité cellulaire) | 6 a i cdmgposél fluarescent (un fluorochrom€gtte technique
vise ° obtenir une analyse d®taill ®e des <cel

Etapes deul 6saenanl ydsee | 6UF4000

- 1¢r étape: dilution etcoloration du liqudeavec | es fl uorochr omes
SF (de surface).
- 2°me étape: le liquide est injecté dans la flegell entouré par un liquide de gaine
étirant la suspension pour que les particules soient alignées lempue@eses autres.
- 3%me étape: une tache dedisceau lasegst pointée sur les particules passant une a une
dans la flowcell. Quatre signaulumineux émanernpour chaque particute
T lumi re dif f WES®:gorwaedrSeattekgd a v a n t
1 lumiére diffuséesur le c6t§SSCou SS: Side Scattered light)
1 lumiere diffusée latérale dépolarig@¥SS: Depolarised Side Scattered light)
91 lumiere fluorescente latéral8FL ou FL: Side Fluorescence light)
- 4°meétape: un systéme optique transforme les lumiéres éngresignaux électriques
puisen«f or me s /dnipeintelse s
- 5°me étape: chaque f o rsmae clhdque rsignalest analyseé par un
microprocesseuafin de classer et compter la particule.

- 6°meétape:cr ®at i on doéun di agr amiergramine. di sper si ol

L6int®gralit@®ede ®t ap e ess gtweiePprinaxenfpdgey B ansi que

l es i mages et | es explications des diagr amme
E. Normes et exigences pour la qualité en bactériologie médicale
Dan s | 6 odne utiisatien ed routine de ce module liquide biologique, il est

nécessaire de vérifier et de confirmer que les exigences spécifiées par le fournisseur, Sysmex
Scorp®, sat satisfaisantedans nos conditions réellegs6é u t i FliCsttaviérification de
m®t hode est exi g®e par | e Comelon@ndrmmmedNRENa i s d ¢
ISO 15189+
Pour cela, lusieurs documents COFRAC ont été utilisés
o les documents opposablesa norme NF EN ISO 15189 ainsi que les
référenties du COFRAC, notamment le SH REF 02 relatant les exigences
sp®cifiqgues pour | daccr ®dédicalef® i on des |
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o les documents doi nf or BO¥parncettant ce défime | e ¢
notre port®elaBMMGOETr ®di t ati on

0 les docurents non opposablesvec | es guides t(S&Hchni qu
GTA 04)' permettantde donner des précisions pour la bonne vérification
ddéune m® dehr@pondre ax exigences normatives sur des sujets

techniques particuliers.

La vérification de méthaglet toutes les expériences effectuées ont été réakseascord

avec les donnéesudgroupe qualité microbiologi® UAMIC48 des procédures internes au
laboratoire(CHUPROCO0378 des recommandations pour la vérification des performances
doune fA®ibhshgud elu guided@ut i | i sati on pour la v®rif
Sysme®.° Envued e | 6aj out de | 060an aacyré&itdessi GOFRACa | i st
la fiche de v®rification du | ab@HURIO4OYa e d o u
été compétée selon le document COFRAC SH FORBA!

F. Objectifs et buts

Le premier objectifde cette these est la vérification de méthode dencdule liquide

biologiqgueendémontranses performaces een les vérifiant in situ.

Le deuxieme objectif de cette tlees e s t d 6 a p p o micrehiologtjgesdansl lan n ® e s
littérature sur les éléments encore peu comnosu r | Opeblgadiduli@r pour la détection

des bactéries pour le mode liquide biologique.

Le troisi me objectif d e netat 8ux dehtrawiedu e s t C
laboratoire:
- Choix entre unenéthode automatisée ou manuelle en fonction du licuimlegique
analyseé.
- Cr®ation doéalgorithmes d®ci si onnaudssin pour
du laboratoire en fonction de®nnés cytologiques et microbiologiques obtenues sur

| 6aut omat e.

Cestrois objectifs permettront ainsi de mettre en évideles différents avantages et les

inconvénients de cette méthode automatisée.
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.  MATERIELS ET METHODE S

A. Pré-requis : Modalités de veérification

La v®rification de m®origefldxible stdndam Aton @llsatione | v e
suitles r&eommandations du fournisseur. Edlppartient & une méthode reconnue | 6 aut o mat

est marqué CE.

Le processus analytique des liquides biologigstsin processus complexe. Il comprend une
analyse gtologique selon deux méthodes
- méthode quantitative: dénombrement des leucocytes et hématies avec formule
leucocytaire en fonction du nombre de leucocytes
- méthode qualitative: présence ou non de hla®r i es et de cri st aux
(pour les lguides articulaires)
Une analyse bactériologiquest ensuiteéalisée | 6 i dent i fi cati on des ba

|l anti bi ogr amme.

L6OUF4000 en mode Il iquide biol ogtalamisdgegr met
leucocytes, hématies, cellules éfiithi al es et bact®ries en unit®
leucocytaire en pourcentage (%). Notre vérification de méthode est donméthede

guantitative.

Les parametres vérifiés sont listés dansbéetu suivant

Criteres a
Critéres évaluer selon Critéres évalués ou non in situ pour la these
le SH GTA 04
Fidélité : Répétabilité etReproductibilité Oui n Effectué
Justesse / Exactitude (approche) Oui n Effectuéa posteriori : CEQ cytologie urirrai*
Incertitudes / Facteurs de variabilité et leur évaluation Oui n Effectué: mairise des 5Mt+ calculdd 6 i nc e
Comparaison de méthode Oui n Effectué
Limite de détection Non n Effectué**
Intervalle de mesure: LQ et LL* Bibliographie | n Effectué**
Contamination entre échantillons Bibliographie ' n Effectué®*
Intervalle de référence Bibliographie = Documents Sysmex® et bibliograpttie
Interférences (lipémie, hémoglobine bilirubine, médicaments) Bibliographie = Documents Sysmex® et bibtjraphe**
Stabilit® des r®actifs ( Bibliographie Documents Sysmex® et bibliograptie
Robustesse Bibliographie = Documents Sysmex® et bibliograpttie
Spécificité analytique Non n Effectué: création de seuils pour les bactéries
Sensbilité diagnostic Non n Effectué: création de seuils pour les bactéries
Variabilité inter -opérateur Non applicable § Non effectué méthode automatisée
Tableau3: Cr it res ~ ®valuer pour cette m®

standard A selon le quide technique SIBTA 04 47 19




Légende

* LQ: Limite de quantification / LL Limite de linéarité.

** Données non étudiéesaisrenseignées dans tpiide utilisateur de Sysmex®.

*** En plus des critéres a évaluer obligatoirement selon le SH GTA 04 pour cette vérification de
méthode, nous chgssons de veérifier in situ la limite de détection, la limite de quantification, la
limite de linéarité, la contamination intéchantillons par manque de bibliographie a ce sujgt.

plus, dans lapartie comparaison de méthednous complétoris 6 ® t uuheeétugeales bactéries.

Afin doéoeffectuer <cette v ®esibibloggees, nausiréaisens m®t h
trois groupes de liquidesle groupelLiquide céphalorachidien LCRe groupeliquide
articulaire et le groupeAutresliqguidescomprenang luiseul: | e | i qui de dbéasci't

pleural, le liquide péricardique.

Ces tros groupes de liquides ont été constitypour différentes raisonds ont été triés par
rapport a
- leur matrice : les matricesl 6 a ssprdairdssont regroupées ensembles
- leur seuil décisionnel en leucocytee nt r ai nant | a r®al i sat.i
leucocytaire: pour le groupelCR, le seuil est de 10 leucocytes, pour le groupe
Liquide articulairele seuil est de 200 leucocytes et le groApé&res liquidede seuil
est de 100 leucocytes.
- leur aspect macroscopique le LCR est un liquide plutét fluidée liquide articulaire
plut®*t visqueux et | es | iquide@medspetsci t e,

intermédiaire, plus ou moins visqueux

L 6 ®t duléd mais (du 17 septembre 2019 au 17 janvier 2020) permettant la réalisation de

la vérification de méthode in situ eesl expériences supplémentaires.

L 6 e n B @eanliquides biologiques ogtépas s ®s sur | 6auSTATBFt e dan
selon les recommandations fournisseurs. Ce mode réservé aux liquides biologiques, permet

de les passerenmoBer ont al cdbest © dire par devant | 6a
Il existe deux autres modesette foisci dédiés exclusivement aux passages des urilees
modeRACK permettant un passage des urines sur un rack automatisé (mode passeur) et le
modeSTAT URI permettant un passage des urines urgentes en mode fteantifférence

entre le mode STA BF et ls modes RACK ou STAT URI est le nombre de rincage

successifs entre le passage de deux échantillons. En mode STAT@Rut omate ef f

deux rincges, en mode RACKHI effectue un seul rincage.
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En mode STAT BF, chaque cupuolume = 4ml)est passée une a une manuellement et
nécessite notre intervention afitke la disposer sur son suppokte volume minimal
recommandé par le fournisseur est de 600 t(aitsurlacupulp . Ldéenseunds|l e des

pass®es pour ces exp®rien¢tmts ont donc ®t® r e

Chaque échantillon primaire a bien été homogénéisé avant mise dans la cupule et chaque
cupule a été préparée extemporanément s8&USIP avant passalpaeskesr | 6a
manipulations des liquides ont été réalisées par des pipettes plastigues et micropipettes

automatiques.

Tout es l es dilutions effectu®es au <cours d
physiologique a 0,86 d e NaCl de par sa wdctes ligudes de do
biologiques. Letube d e au p hy €tanb ded mlj ilqauédé assez utile et facile de

l 6util i ser piotionrsawlflf™®ect uer des

Par ailleurs, les liquides biologiques utilisés ptaute la vérification de méthode et les
expérierces supplémentaires étaient des liquides biologiques issus de la routine, techniqués
en premiere intention selon la méthode manuells ponservés au frais a 5°CG8°C ou a
température ambiante pour lateuile nos expérienceSes derniers ont été préés dans les

tubes stériles selon le manuel de préleverdemt CH U d énAigueue et en accord avec

les données du REMIE

Léautomate UF4000 a ®t® contr!| ® pmendandes ma

toute | a dur ®maintdnanceb dofttutilisées.poulCle gassage de routine des
urines. Lobutilisation du mode | iquide biol of
supplémentaire. Le passagee s ®c hant i | | o ercsadréper lelpds@ageudte a @

contrbles de niveabaut et bas (CIQ) selon le tableau des maintenances préventives validant
aussi le passage des échantillons de routine. i ldefchaque longuexpériencgexemple
répétabilite, linéarité te.), une série de conts® a étérepasseé afin de valider no#

expérience.
Les dates, |l es dur ®e s, |l es contr telespour| es r
chaque expérienceesverstns des | ogiciels wutilis®s pour

respectivement la veion 0021 et 0015.
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B. Fidelité

Lafi d®l i t® exprime | 6®troitesse de || b6accord
obtenues par des mesures répétées du méme échantillon dans des sepéitifiges. Elle

fournit une indication sur les erreurs aléas, dues au hasard. képétabilié d la fidélité
intermédiaire sont deux évaluations différentes de la fidélité.

1.  Répétabilité

La répétabilité permet dearactériser, dans des conditions optimales, la meilleure
perfor mance pos sand, tleevéritieele Boid fonean@roedt diesystéme en
routine.

Nous avons réalisé des essais de répétabilité sur les trois groupes de liquides :a®alysés

groupeLCR le groupd_iquide articulaireet le groupeAutres liquides

Parmi ces trois groupek répétabilité est réaliséesur trois parametresles leucocytesles

hématiest les bactéries

Pour chaque parametre nous réalisons trois niveaugoncentration au minimumhaut,
intermédiaire (proche du seuil décisionnel) et bas. Pour certains paasumaus réalisons en

plus, si le liquide analysé le permet, deux niveaux de concentrations (trées haute et/ou trés
basse) afin de vérifier cette répétabilité a des concentrations extrémestardans les

limites de linéarité renseignées par le fosseur.Nous mesurons la moyeni ), | 6 ®cart
type (ET) et le coefficient de variatiofCV) pour chaque série apres saisie des données sur le
logiciel Excel.

Les analyses de chaque répétabilité powgak liquide et chaque parametre saalisées

selon les conditions standardiséesméme opérateur, méme instrument, méme lot de
contrtl es, m° me | ot de r®actifs, m°® me cal i
contenant la matrice sont lancées erden8 TAT BF consécutivement pour chaque groupe,
chaque pametre et chaque niveau. Chaque cupule est utilisée une seule fois et est préparée

extemporanément aprés homogénéisation du liquide.

Pour le groupe LCR (Leucocytésut niveau de concentration, Héeshaut niveau de
concentration, Bactérigsés haut iveau de concentration), 15 cupules au lieu der0éetée
analyséepour cause de volume do®clhaanpt®rliloodne idnbs®utf

per mi s | a@tconttrmant gldsden200ulec ocyt es/ ¢ |
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Nous reéalisons des pools de liquides pour atteindre un volume suffisant (minimum 20 x
600eL = 12ml) et pour avoir | es niveaux de ¢
Bactéries. De méme, nous réalisons aussi dans certains cakutiessdile pools de liquides

devenus trop concentrés pour étre dans les concentrations cibles ou de liquides de volume

trop faibles pour r®aliser | 6int®gralit® de

Pour le groupd.iquide articulairg | 6ensembl e des Illiguglessodte s o u
dilués au minimum au 19 afin de limiter la viscosité des liquides. @egrande viscosité

entraineun ri sque de bouchage de | 6aiguille dbéas|

La répétabilité est réalisée dans un délai le plus court possd#nlenode STAT BF, la
cpaci t® de traitement des ®chantillons est ¢

les répétabilités suivantes sont réalisées en 1h30 minimum.

EnAnnexeB (page 18) se trouve un schéma récapitulatif de la répétabilité.

2. Reproductibilité / Fidélité intermédiaire

Nous avons choisi de réaliser des essais de repiititéc en utilisant les catrélesinternes
de qualité(CIQ). En effet, le manque de stabilité degiides biologigies dans le temps ne

permetpas de réaliser convenablement cette Bxpée avec des échantillons patients.

L6bobjectif de ces essais de fi d®lletéenPsaunt er mc
| 6op®r at euquepe®suéxampkrendu par | 6appareil re
de variation inférieura celui donné par le fournisseur. On connait ainsi la variabilité

anal ytique doéune m®t hode.

Deux types de controles (CIQ) sont utilisés contréle de niveau BAS (L) eh contrble de

niveau HAUT (H). Ces deux niveaux de contrdles sont passés 2 forauminpar jour par le

méme opérateur ou pan opérateur différergendant 42 jours successifs (du 27/09/2019 au

08/ 11/ 2019) . Ce ryt hme de pltats sbéegus poprelesme t C
échantillons de routine et ceux de nos expérienbsis meswns pour contrdle la
moyenne(m), | éyPe(BT) €t le coefficient de variatiofCV) p o u r | 6ensembl e
val eur s des c¢ on#000pdueckaqup pasasie® gar le logiciel INGANFle

Sysmex.

Selon les recommandations du fournisseur, cesr@en sont passés en mode STAT dans

une cupule comme un liquide biologique. Leedu bas est analysé le premier.

23



Ces contrdles servent a la fois a la matrice urina etdtrice liquide biologiqueils valident

le bon fonctionnement des photomultipleat r s (capteurs) au sein de

C. Etendue de mesure

Détecté mais

Non détecté non quantifié Quantifié Valeur mesurée
LB : Limite LD : Limite LQ : Limite de LL : Limite de Linéarité :
du blanc de détection quantification : limite limite supérieure de
inférieure de I’intervalle I’intervalle de mesure
de mesure

~——  —

Intervalle / Domaine de mesure : Linéarité

1. Limite de détection (LD)

Nous avons calcul ® | a | i mit e petiteconc@trationgui on d e
peut étre détectéavec un risque acceptable (souvent 5%) mais nantdiée pour un

échantillon de patient.

Déteminer la limite de détection perméé connaitre la valeur a partir de laquelle on peut
affirmer avec un risque dofin, gue | a substance est espr ®sen:
essentielle pour ne pas comnyni e r une valeur gui ndest pa:

analytique Elle est définie pour un risque évalué a 5% par la formule
LD=3 S(yolanc)

Ou S(yiang = écarttype des valeurs mesurées

Nous avons appliqué cette formule par le catteila moyenngm) etdel 0 ®ype (ET)

des concentrations obtenues pour chaque parametre aprés saisie des données sur le logiciel
Excel.

Pour cela, 30 cupules ont giéssées successivement en mode STAT BF contenant un blanc
coest " dire de | B% deuvolyme ynmimal Irecammagndéepar™le 0, 8

fourni sseur (600 adtuyé.2 heur€seet 4 @talist® ppRes Mantewass

hebdomadaire (rin-age p.ar | 06UFCell Cl ean) et
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2. Limite de quantification (LQ)

Nous avons aussi déterminé la limdee quanti fi cation de | 6aut o
val eur rendue avec un ni veau deueon fCibaersde ca

plus petite valeur qui peut étre quantifiée et fournie pour un échantillon de patient.

Nous avons déterminé lariite de quantification pour les leucocytes, les hématies et les
bactériesPour celacomme premiére techniquepus avons chisi de prendre un pooled

|l iqui de dobéascdet ef rpRagru eanrcceu neetntde v ol ume n®ce:
di | u® ¢aa physidlegiqgue @ 0,85% pour arrivarseuil de leucocytes (environ 100

| euc oc yA mdir/de te) mélange, noavonseffectuésé dilutions en cascade pour

arriver a la valeur la plus basse possible. Chaque dilution est mesurée 10 fois. AlDtotal,
cupules sont pass®es successivement sur | d6au
Nous mesuron&a moyenne (m), 6 ®type (ET), le coefficient de variatiofCV) et letaux

de récupération (TR) en % pour chaque série de dilution aprés saisie des dmmriées

logiciel Excel. La concentration pour laqueti@ obtient CV inférieur ou égal la limite

acceptable définie pour ce niveau de concentration correspond a la limite de quantification.

Par manque dprécisionde la premiére technique lors de narpérience, ous vérifions les
résultats obtenus avec la deuxieme technique de ciddallimite de quantification
LQ =10 S(}blanc)

Ou S(yiang = écarttype des valeurs mesurées

Nous avons appliqué cette formule par #&cal de la moyenne (m) et ded ®typee (ET)
des concentrations obtenues pour la limite de détection pour chacpreetre apres saisie

des données sur le logiciel Excel.

3. Linéarité

Nous avons realisé des essais de linéarité sur les trois groupes de liquides aleatysépe
LCR le groupd.iquide articulaireet le groupeAutres liquides

Pour chaqu@roupe, la linéarité des valeurs des leucocytes et des hématies est vérifiee. Nous

n 6 av o nré&alisépde dinéarité pour lealt t ®r i e s . Déautres exp®ri
détermirer cette linéarité.

Pour cela et suivant les recommandations fournissenr,réalise deux niveaux de

concentration pour chaque parameéteechaque groupe : leaut niveau deconcentration
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(10000 | eucocyt e sbaonivealh decoaceniraaie(1000 I¢ucoeytes ou e

h®&maties/ el ). A partir aiadn, oo adise des dikitions poure a u x
avoir une gamme de concentrati omelnite®ilr. e Pal
|l e groupe LCR, on r®alise | 6analyse de | a ||
de ncentration) faute de liquideli sponi bl e pour | 6anal yse S

concentration.

L6objectif de ces dfiersides résults reridus daRsla plape®éee st d e
parle fournisseu$2 © 10000 pour | es |l eucocyt gsaftel et

justeset fiables On d®f i nira alors | 6intervalle de me

Pourréaliser les dilutions, nous utilisons de®igade différents liquides gunous diluons par

de | 6eau physiologique ° 0,85% ou nous part
et/ou hématies que nous diluons ensuite de la méme marinede ne pas réaliser de

dilution en cascade qubccasiomerait un biais, chaque dilution est réalisée en partant
toujours de la solution initiale de bas ou haut niveau de concentration afin de ne pas biaiser

| 6 e x p ®Rour éengmepd.iquide articulaire | 6ensemble des I|iquid

liquides sondiluésau minimum au 19¢afin de limiter la viscosité des liquides.

Les cupules sont pass®es successivement sur
le plus bas de la gamme. Chaque point de la dilution est analysé en tnipéslidane (y) des

trois vdeurs obtenues pour chaque dilutioné€s}) calculép our chaque param tr
logiciel Excel. Les résultats soabtenuss ous f or me de graphigue 0%
de la droite y = ax+b et le coefficient de corrélatiorf)(Re coeffcient de corrélation

d®t ermine | 6intensit® doéune relation |l in®air-r

La linéarité est réalisée dans un délai le plus court possible (cadence de 15 échantillons/heure
pour | 6DF40D0)Js | e pas s aegwedecdnéentratiom @ow chaque h a ut

parametre est réalisé en 1h30 minimum.

EnAnnexe 9 (page %) se trouve un schéma récapitulatif dénaarité.

D. Contamination

1. Contamination cellulaire

Lesessais de contamination cellulainter-échantillonsont étéeffectués pourles leucocytes
et les hématiesA |l a suite du passage ddébune cuneul e s
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moi ndr e ¢lénemsdait pa®serdblds lescupulessuccessives dee méme mode.
Cette expérience a pour but de paramétrer une alarnhe &#D00et/ou de programmer un

rincage supplémentaire pour anticiper ce risque de contamination.

Pour <cel a, apr s r avons gaags®in éthantillord a qellularité elieslé | nou
(Leucocytes |/ H®mati es) t r oanslon#t celluaritéchasses ®c ut i
(Leucocytes / Hématies) trois fois consécutivement aussi. Cette expérience est répétée cing

fois afin doobtenir une moyenne.

H1 - H2 - H3 —- B1 — B2 —» B3

Afin de calculer le pourcentage de contamination cellulaire nous appliquons la formule qui

suit: N :
Ou mH = moyenne de tous les hauts niveaux leucocytes

AT Az

~ mB1 = moyenne des bas nivedaMcocytes ¥evaleur mesurée
€T A

Contamination en %A
mB3 = moyenne des bas niveaux leucocyt@&\&leur mesurée

Nous choisissons de prendre des liquides dans le grdufpe liquidespar arguments de

frequencedes ubes et de volume suffisant. Nous r ®a

pleuraux, que nous avons parslaui t e di |l u®s dans de | 6eau phy

dans les concentrations cibles et a des volumes suffisants.

Chaque essaidecontaom at i on soOoeffectue en deux heures

EnAnnexe 0 (page 16) se trouve un schéma récapitulatif de la contiation cellulaire.

2. Contamination microbienne

Nousavonsréalisécet essade contamination microbienrdans le mode STAT BF, comme

en condition réelle par passage successif de différentes cupules. Pour cela, nous passons sur

| 6aut omat e u n ele avec punel ferte doacentratiog em bactéries (> 1000
bact ®r i es/ gl) Ssui vi deectdevementpuldes x c ®chan

physiologique a 0,85%. Nous passons ce trio vingt fois de soit au totab0 passages.

Parallélement, pourchaqgueu pul e pass®e sur | 6automate ( aus
les eauxphysiologiques), des ensenoements sur @osessont réalisgé afin de vérifier la
positivité (liquide biologique)et la stérilité de la culturéeau physiologique)Pour celaja
cupul e contenant | 6®c h aesttpasséB on b & puisteecsi@t @ hy s
de | dllecestansemenur trois g®l oses diff®rentes a:
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Nous choisissons comme | iquide biologique a
fr®quence et de volume de | iquide disponibl
0,8%% pour étre dans labacentration cible et voulue en bactérie.

Les cupules sont ensemencées sur les milieux suivamsgélose sang columbia en aérpbie

une géose sang columbia en anaérobiane gélose sang cuit PVX

Nous incubons e&s géloseglans les étuves ReadA Compale laWCA BD Kiestra®

respectivement en aérobiose, en anaérobiose et sous CO2 pendant 5j a 35°C.

Nous appliqguons | e m°me protocole doésotcubat.
5 j our s dbBei nmdulebrdomatique de lecturale la WCA BD®, le ReadA
Browser, r®ali se des photos des <cultures

culture seront utilisées par la suite pour compter et comparer les différentes colonies pour les

différentes cupules semenceées.

Nous relevons s s i |l e nombre de |DaJFt4®@r0i0e sp/osulr dc@taeqcu
d échantillon. Cela permet ainsi de voir la correspondance du résultat du nombre de
bact ®r i e/ ¢l de | a cupule et | e r®sultat en c

Nous avon xpérence endd@ux padi@assage de 60 échantillons = 4h). Nous
réalisons donc deux manipulations de 2h chacune.

EnAnnexe 1 (page D6) se trouve un schéma récapitulatif de la contamination microbienne.

E. Les incertitudes / les facteurs de variabilité eeur évaluation
Une analge de risque a été réalisée selon la méthode deA5M n dobéanal yser | es
et les facteurs deariabilité, nous avons procédé | 6anal yse des 5M comt

dans | a mise en place déune VAMiCJOFRAEt i on de

L6i ncer t i t wetéausdielcurdepauulas éeucocytes et les hématies dans les deux
techniques comparéesnanuelle (cellule de KOVA) et automatisée (UF4000) a différentes
concentrations. Pour cela, et selon les recommandations du SH1&T A&t de Sysmex

Scorp®, la méthode katralaborabire CIQ + Matériaux de Référensedu document

COFRAC SH GTA 14 a éte utilisée.6 ®v al uati on de | 6i ncertitude
|l eucocytes ° di ff®rents seui | étationee lmeatedrr a d 6

obtenue en méthode manaetlu automatisée.
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M éthode manuelle Méthode automatisée

Lé6®valuation de | 0i L6®valuation de | 06i
mesure est calculée a partir dellest basé mesure est calculée a partir de U.

sur le calcudesEEQ de cytologie manuelle Il est basé sur le calcul d€3Q haut et bas
(BP 191 et 192) ayant respectivement 18 utilisés pour le calcul de la reproductibilité.

21 personnes

Formules appliguées

U1 (%) = CV reproductibilité obtenu avec IE8Q haut et bas/ avec les EEQ
i U{c) ()= 5 5
U2 0%) = b ©@®= 5p 5¢
" U (%) = 2U(c)

Biais (%) = Opmm

F. Comparaison de méthode

Nousavonsréali®des essais de comparaison de m®t hode
des liquides biologiquesdu 17 semmbre 2019 au 17 janvier 2020a comparaison de

m®t hode consiste © ®valuer |l a justesse dbune

Les essais de comparaison sont effectués sur les trois groupes de ligeidgeupe.CR le

groupeLiquide artiaulaire et le groupeAutres liquides

Pour chaque groupe de liquidespus comparons di ff®rents para
UF4000 par apport aux techniques actuelles wutil:i

Nous comparons donc une méthode aut@éata plusieurs méthodes manuelles.

Les parametres comparés sont
- le décompe hématies/leucocytes UF4000 versakule de KOVA
- la formde leucocytaire (% @ynucléaires, %cellules mononuclées) UF40Q@rsus
colorationde MGG
- le décompte de bactérieFd000 versus résultat coloration de GRAM venssiltat

de culture

Tous les liquids biologiques des trois groupésstinég a la routne ont été analysés sauf les
échantillons
- de volume insuffisantselon les recommandations du fournisseur).
- contenantdes morceaux qui seraient susceptidlee b oucher | 6aiguill e
| 6UR400
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- coagul ®s ou trop Vi sgueux rendant i MpPoOS:

| 6aiguille de | 8UF4000

Au total, 699 liquides biologiqueso nt ®t ® anal y:48&CRsldlrliquided UF 4 0 0 C

articulaireset 344 autres liquidesiont 151 liquidesd 6 a s £79 ligeides pleurawet 14

liquides péricardiques

1. Modeles statistigues Comparaison H/L et %MN/%PN

Af i n doanal vy, plusieursiestset rdppéeent@iensisiguesont étéutilisés:

- test de différence on cherche a savoir sidedifférences observées entre les deux

m®t hodes sont statistiquement significat

nous cherchons a savoir si nos échantillons suiventaimetmale. Pour vérifier la
normalité de notre échantillon, nous appliquiatest de Shapiro et Wilk
0 s notre échantillon suit une loi normale, nous appliquorteset de Student pour
les échantillons appariés
0 s notre échantillon ne suit pas une f@mrmale, nous appliquons test des rangs
signés de Wilcoxon pour les échantillons appariés

- tests de concordancen cherche a savoir si les deux méthodes donnent des résultats

concordants.
O nnous ut il i s o ndsitetd®ragressibrdde Passy @ablokgpermettant de
savoir soil exi ste une r el gtest dedinédritié,n ®ai r e

coefficient de corrélationproche de ) ainsi que la présence de différences
systématiques et proportionnelles

0 ensuite, nous utilisons classiquent la représentation de BlandAltman?®2
permettant de comparer les moyennes des deux méthodesdifféuesces.llen est
déduit de cette représentatioma: moyenne des différences représentant les erreurs
systématiques (le biais) des méthqd#s ® ctygpe tdes différencesles limites
débagr ®ments permettant de veovalleladr@tsdev al

régression donnant une infornuat sur la tendance des données.

Pour la partie comparaison HIL | 6 ens e mbl e d esontapgliquésaé/auxs st at i

Y densemble des valeurs

<

Y lesval eurs se trouvant dans | a zone de | i n®ar

Y les valeurs se trouvadans la zone de linéarité B&ins valeurs aberranteéedt de
Grubbs)

- testlogarithmique meilleure visualisation des différences eres deux méthodes.
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Figure 1: Représentations de Passing Bablok (1) et de Bland Altman (Z

L6 e n s e eskdsts et bprésentatiostatistiques ont été réabsgar le logiciel Medcalc®

Version 19.2.0L a

repr ®sentation

| o0 gés e logiclelnEkcgl®.e a ®t ®

2. Comparaison du décompte leucodes/hématies (H/L)

Nous utilisons pour méthode de référence, la microscopie optique par la cellule de

KOVASLIDE®. Elle est utilisée au laboratoire pour rendre ce décompte hématies /

leucocytes pour kliquides biologiqued.es objectifsde cette expériee sontde voirs 6 i |

existeune&c or r ®| at i
de

sati

on
absence
l 6ut il i

on en

entre

r o u tation eelluthise. |

|l a technique manuel l e

d i fafio® entren lesedeud décamptesr Qeci ®auvant permettre

baut omate pour

Un deltamaxmum de 10minutesest réalisé entre les deux techniques afin de limiter la

dégradation des éléments et de rendre un résultat le plus juste pdssibeen s e mb | e

®chantill
rencontré en routine.

ons

anal ys®s

d e

C 0 u v doenairte phystopath@logique h o mo

Aprés le premier décompte de routine rendu par le technicien, le liquide biologique est

récupéré dans un délai le plus court possibldi{<dans la majorité des cas) puis passé sur

| 6UF4000
biologique estainalysé en cellule de KOVA
400.

variabilité interopérateur.

en

Léensembl e des

l 6ai
belarulleas MPene K @W¥A s@®@sh e

moddaeu t SoTnhaTt seB &edmpte. Pdraliedemente liquide

de doéun micr@euwc ope a

af
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Pour le groupdiquide articulaire une dilution au dixi me dan
0,85% est effectuée pour diminuer la viscosité du liquide. Le décompte leucocytes/hématies

de | 6automate ai nsi qdeKO¥Addmd étéaemiltiplié paul® par |
facteur de dilution.Les incertitudes du rendu des résultats autour de la valeur du seuil

décisionnel sont égalemeantalysées

Par mi l es 699 |liqguides biologiques pass®s, n
des nurgrations effectuées a laigoen KOVA et °  Indmérktibr® @odnpafables.
Sont donc exclues, les numérations effectuées
- en semiquantitatif a la cellule de KOVAquand le liquide estémorragige (>10000
h®mat i epsrilent (3100000 leucocytes | )
- en «Numération impossiblea la cellule de KOVA : quand le liquide est
hémorragique, purulent ou coagulé
- en «*Rr g par 6 UdFrdDODd | e l i qui de d®passe
| 6UF4000

Ces derniéres représentent donqi@siérations non comgrables.

Au total de notre comparaison de méthode H/L aprés exclusion des numérations non
comparables, nous analysons donc

- pour la comparaison des leucocy@slule de KOVAI UF4000 : 632 liquides

- pour lacomparaison des hématiésllule de KOVAI UF4000 : 549 liquides

LCR Liquide articulaire Autres liquides
100% 4 7
11
90% 21 52
s0%% 122
70%
60%
50% 180 177
o 160 150 292
0% 141 Ascite 222
141 Pleural 129 Ascite
20% 10 Percardique gg pPleural
10% 5 Péricardique
0%

Comparaison des Comparaison des Comparaison des Comparaison des Comparaison des Comparaison des
leucocytes du hématies du groupe leucocytes du hématies du groupe leucocytes du hématies du groupe
groupe LCR LCR groupe Liquide Liquide articulaire  groupe Autres Autres liquides

articulaire liquides

Numérations comparables © Numeérations non comparables

Figure 2 : Nombre de liquides comparables dans le décompte leucocytes / hémat

32



3. Comparaison de la formule leucocytaire

La formule leucocytaire effectuée par la coloration de M&@&c le Kit RAL® (méthode

manuelle) et la formule effectuée datd UF 4000 ( m®t hode autlamati s@
formule leucocytak est rendusous forme de pourcentage (%) de cellules polyéeaslét de
pourcentage (%) de cellules mononéek® Parmles cellules polynuckes, nous incluonies
polynucléaires neutrdyiles, les polynucléaires €osinophiles et les polynucléaires tigesop

Et parmi les cellules mononuéks nousincluonsles lymphocytes et les monocytes.

La formule | eucocytaire est etrouvesen celtue des el on
KOVA. Si I e nombr e abteinféliem aucseuwl yécisiarek &lors la formule
leucacytaire est rendue enseiuant i t at i f ou no Sidetrésyltat est e f f e c

supérieur au seuil décisionnel, la formule leucocytaire est alors effeun@exe Spage 94

Au total, parmi le$99 liquides biologiques pass#sr | 6 UF4000, nous avons
- pour le groupd.CR 17 formules leucocytaire’s
- pourle groupeliquide articulaire,93 formules leucocytaire’s
- pour le groupe Autres liquide2D0formules leucocytaire’s
*Partie Résultatspage50.

La coloration des lames au MGG a été effectuée lors de la prise en charge de routine du

liquide biologique pr des techniciens habilités.

Afin de comparer les formules, nous procédons comme suit

1) dans un premier temps, nous comparons |-

formule rendue par le technicien a celle rendu SR,

formule leucocytaire
MGG technicien et

par | aut omat e. Existemt e UF4000 e
un délai préanalytique.Si ces deux formules
sont concordantes, le résultat est pris en comp

p our I 6 ®t u d e et | I n 6 Sidiscordance : Si concordance ok | I e C |

deuxiéme lecture
du MGG par moi

2) s ces deux formules sont discordantes, la lam
est reprise par manéme pour une deuxiéme

lecture et lue en aveugle. &a formule et

Sidiscordance : Si concordance ok
explication des

concordantea v e ¢ cel |l e aldele | différences

résultat est pris en compte. : —
_ . , Figure 3:Al gor i t hme
3) s ces dernieresont discordantes alors formules leucocytaires

nous analysons ces différences.

33



Figure 4 : Chronol ogie de | a 1

Numéation cellulaire (H/L) Numération cellulaire (H/L) en KOV
en KOVA/- Formule
leucocytaire au MGG en e

fonction de son décompte Eten/LJ- 34 38 &0
RQStf SYSviix - Numération cellulaire (H/L) =
- Formule leucocytaire —
Jx: Technicien JO: Moi-méme Temps

L 6 o b jdecette exipérience est double
- éudierla corrélation des formules dans lsux techniquesmanuelle et automatisée
dans le butle remplacer ou de compléter la technique manuelle.
- standardiser les résultats du segquantitatif quand lelécompte de leucocyte se trouve

inférieur au seuil décisionnel.

4. Comparaison des bactéries

Nous comparonsld ®c o mpt e dre i adwe t a0iaedudiefhodes manuelles
la coloration de GRAMet la culture Nous étudions également la relation entre le GRAM et

la culture.

La coloration de GRAMoermet de mettren évidence la présence d@ bt ®r i es ~ | 6 e
direct. Elle est effectuée par le technicien dans le colorateur Aerospray® lors de la prise en
charge d prélevement de routine. Lasd¢ t ure doéun | i qui thettrelen ol o g i

evidencelabactéi e et | a r ®a lammeddcas@chéadto un anti bi og

La comparaison vise a aboutir a un seuil a partir du ou desquels il y a une forte probabilité
d 6 arwmeicoloration de GRAMgsitive et/ou une culture positive et en deca duquel il y a

peu de probabilit® drm@pogitwe.r un GRAM et une <cu

Léaut omat e, |l 6UF4000, est capabl e de deompt er
les classer en dewgroupes : les bactéries GRAM + et les bactéries GRANbus cherchons

aussi dans cette parti eeaddisti®teaceedeuxtliasses ensi bi |

Les objetifs de cette expérience gon
- étudier la corrélation entre le nombre de bacri | 6UF4000 et | e r(

coloration de GRAM et de la culture
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- éablir un seuil décisionnel en bacté&ie | 6 UF 4 0 Oqdie gpoope de liguliea

permettantd dautir, in fine, & un algorithme décisionnel de prisecehar ge do6un

liquide biologique.

- é&ablir un ou des crit re(s) doal erte(s)

nombre de bact®ries °~ | 6UF4000.
- rendre la préance de bactémgalans un liquide biologique de facon plus précoce et de
facon plus sensiblgu 6 un GRAM.

Pour rappel, la coloration de GRAM est effectuée normalement pour tous les liquides sauf les

LCR o0o% &ell e ndéest r ®al i s ®eytegjeuset | >01r0s/qeule. | &h
prélevement est en outreysemencé.
Un résumé du nombre de GRAM d cultures réalisésapmi les 699 liquides biologiques
passéssur 6 UF4000 emgrespr ®sent ® ci
GRAM 19* 171 343**
CULTURE 184 171 343**
Tableau 4: Nombre de liguides analysés pour les bactérie:
* Détails dans Igartie Résultatpage57.
** Sur 344 Autres |ligquides, 1 seul l i qui de |

compte pour cette étude
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V. RESULTATS

Toutes les valeuf®urnisseur de Sysmex Sc@jsont issues du guide utilisateur UF4000 de
Sysmex®*+

A. Fidelite

1. Répétabilité

Obijectif : avoir un CV expériencénférieur auCV fournisseuou inférieur a 10% si absence
deCV renseigné par le fournisseur.

Les CV fournisseur sont renseignésfamexel? (page 10@). lls sont applicables a tous les
liquides biologiquesSysmex® ne différencipas les différents liquides biologiques comme

dans les expériences qui suivebe pu s |, l eur seuil de d®ci sion
que celui retenu pour notegude

a) Leucocytes

Niveau de
Groupe de | concentration | Nombre | Moyenne Ecart-type | CV obtenu CV four- Conclusion
Liquides en Leucocytes (N) (uni t (uni t (%) nisseur
Uni t ®s
Haut 15 212,36 20,98 9,88 10% CV obtenu < CV fournisseur
(200L/ CONFORME
Intermédiaire 20 12,25 1,66 13,58 15% CV obternu < CV fournisseur
LCR (10L/ ¢ CONFORME
Bas 20 3,39 0,96 28,28 30% CV obtenu < CV fournisseur
(5L/ ¢l CONFORME
Trés haut 20 11218,88 244,93 2,18 Pas de CV CV obtenu < 10% :
(100001 fournisseur CONFORME
Haut 20 2766,32 204,90 7,41 Pas de CV CV obtenu < 10% :
(3000L fournisseur CONFORME
Liquide Intermédiaire 20 177,45 11,03 6,21 10% CV obtenu < CV fournisseur
articulaire (200L/ CONFORME
Bas 20 32,79 3,16 9,63 15% CV obtenu < CV fournisseur
(30L/ ¢ CONFORME
Trés bas 20 2,1 0,80 38,22 30% CV obtenu > CV fournisseur
(2L | ) ACCEPTABLE
Trés haut 20 2090,18 48,79 2,33 Pas de CV CV obtenu < 10% :
(2000L fournisseur CONFORME
Haut 20 554,06 20,19 3,64 10% CV obtenu < CV fournisseur
Autres (500L/ CONFORME
liquides Intermédiaire 20 87,56 6,08 6,94 15% CV obtenu < CV fournisseur
(100L/ CONFORME
Bas 20 28,89 1,65 5,70 30% CV obtenu < CV fournisseur
(20L1/ ¢ CONFORME

36



Leucocytes la répétabilité pour les trois groupes de liquides est cmefoles CVobtenus

restent inférieurs aux CV fournisseueou inférieurs a 10%. Pour les trois groupes de
liquides, bs CV obtenus ont tendance a augmenter dans les bas niveaux de concentration
(<10% dans les hauts niveauX)ans le groupéutres liquices| 6 e n e des1 CV reste

inférieur a 10%. Dans le groupe&uide articulaire a trés bas niveau de concentratienCV

obtenu est supérieur au CV fournisseur c e C i reste accept amplaet esu
le rendu des résultatet sur le patientpuisque not seuil depositivité est de 200

leucocytes ¢94>REPETABILITE DES LEUCOCYTES CONFORME .

b) Hématies
20 2804,78 158,60 5,65 Pas de CV CV obtenu < 10% :
fournisseur CONFORME
15 196,24 23,03 11,74 30% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
LCR 20 60,10 6,84 11,39 40% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 25,09 4,36 17,38 50% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 37607,86 6711,11 17,85 Pas de CV CV obtenu > 10% :
fournisseur ACCEPTABLE
20 457,77 20,14 4,40 30% CV obtenu < CV fournisseur
Liquide CONFORME
articulaire 20 40,88 6,11 14,95 40% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 7,94 2,36 29,74 50% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 64579,38 1109,72 1,72 Pas de CV CV obtenu < 10% :
fournisseur CONFORME
20 4563,18 120,67 2,64 Pas de CV CV obtenu < 10% :
Autres fournisseur CONFORME
liquides 20 78,68 6,8 8,75 30% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 36,77 6,94 18,88 40% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME

Hématies la répétabilité pour les trois groupes ldpiides est conforme.ds CV obtenus

restent inférieurs aux CV fousseurst/ou inférieurs & 10%. Tout comme les leucocyess,

CV obtenus ont tendance a augmenter dans les bas niveaux de conceniatiofesgroupe

Liquide articulaire le CV obtenuavec le tres hautniveaude concentrati on
conforme mais a@ptable A cette concentration, le résultat sera rendupérieur & |, i noéy
aura donc pas doi mp aextRERHETABIITE DES HEMATIES | e pat
CONFORME.

37



C) Bactéries

15 2228,11 842,91 37,83 Pas de CV CV obtenu > 10% :
fournisseur ACCEPTABLE
20 41,64 3,65 8,76 20% CV obtenu < CV fournisseur
LCR CONFORME
20 20,74 3,28 15,81 Entre CV obtenu < CV fournisseur
20% et 50% CONFORME
20 1,25 35,43 50% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 95656,96 3101,87 3,24 Pas de CV CV obtenu < 10% :
fournisseur CONFORME
20 275,43 11,43 4,15 20% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
Liquide 20 85,39 7,09 8,30 20% CV obtenu < CV fournigsur:
articulaire CONFORME
20 18,69 4,62 24,73 Entre CV obtenu < CV fournisseur
20% et 50% CONFORME
20 1,62 32,38 50% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 814,24 82,66 10,15 20% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME
20 73,47 6,24 8,49 20% CV obtenu < CV fournisseur
Autres CONFORME
liquides 20 28,11 4,33 15,39 Entre CV obtenu < CV fournisseur
20% et 50% CONFORME
20 1,78 29,39 50% CV obtenu < CV fournisseur
CONFORME

Bactéries la répétabilité pour les trois groupes ldpiides est conforme.ds CV obtenus

restent inférieurs aux CV fournisse@ttou inférieurs a 10%les CV obtenus ont tendange

augmentedans leconcentrations extréméses hautes ou trés basséxur le groupeCR,

le CV obtenua trés haut niveade concentration eston conforme mais reste acceptable

malgréune concentration en bacté&me trouvant dans la gamme de lin&asignalée par le

fournisseurE n

effet

est

Obser v®

une

concentrabn en bactérie initiale se divisant par plus de la moitié au cours du t&aps.

phénomene de dégradatiche s

biologiques.La répétabilitéa ce niveau de concenat i o n

bact ®r iobservé radeedes tautrgs diguides

n 6 a faptade °CR ere

guantité suffisante et igponible pour cette expérience> REPETABILITE DES
BACTERIES CONFORME .
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2. Reproductibilité / Fidélité intermédiaire

Obijectif : avoir un CV expériencanférieur auCV fournisseur Les CV fournisseur sont
renseignés eAnnexel2 (page 10).

Nombre de Moyenne Ecart-type CV obtenu CcVv Conclusion
passages (N) (unit ®:s (unit ®:s (%) fournisseur
Niveau BasUK0067
Leucocytes 105 41,2 3,03 7,3 15% CV obtenu < CV
(40/ ¢l fournisseur, CONFORME
Hématies 105 38,6 2,69 6,9 40% CV obtenu < CV
(40/ ¢l fournisseur CONFORME
Bactéries 105 201,6 15,29 7,5 20% CV obtenu < CV
(200/ ¢ fournisseur CONFORME
Niveau Haut UK0067
Leucocytes 103 793,9 23,40 2,9 10% CV obtenu < CV
(800/ ¢ fournisseur CONFORME
Hématies 103 205 6,47 3,1 30% CV obtenu < CV
(200/ ¢ fournissar : CONFORME
Bactéries 103 811,8 39,05 4,8 20% CV obtenu < CV
(800/ ¢ fournisseur CONFORME

Les CV obtenus pour les niveauxsbet haut sont inférieurs aux @durnisseurs et sont tous
inférieurs & 10%. La fidélité intermédiaire est conforme et est tres satisfaisante.

B. Etendue de mesure

1. Limite de détection (LD)

Objectif : verifier la limite de étection fournie par Sysmex®avoir une LD expérience

inférieure een concordance avec celle fournie par le fournisseur.

0,26 ¢ | 1/ ¢
2,54 ¢ | 2/ ¢l
0,44 ¢ | 1/ ¢l

Les limites de détection obtenues soriérieures a celle fournies par le fournisseur a part
cell e des h®maties loés | Walne Wr®p aisrsfe®rdiee WOr, &4 /¢
de sgnification biologique. Elles serontraduites comme «nférieur a la limite de

détection». Nous pendrons donc les LD expérimentales comme limite.

2. Limite de quantification (LQ)

Objectif : vérifier la limite de quantification fournie par Sysmex®voir uneLQ expérience

inférieure et/ou en concordance avec celle donnée par le fournisseur.
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1,23<LQ <522 ¢ | 0,86 ¢ | 2 ¢ | 2/ ¢l
2,98<LQ<14,6% ¢ | 8,48 ¢ | 15 ¢ | 10/ ¢l
453 ¢ | 1,46 ¢ | 5 ¢ 5/ ¢l

La limite de quantification calculée par la formelst plus précise que celle expérimentale.
Pour les trois parametressldeux techniquesort en concordnce avec celle du fournisseur
- pour lesleucocyteslalLQc al cul ®e ne se trouve pas dans | 06
La valeur fournisseur se tr ouretenonflavalearnds | 61 nt
fournisseur comme lirteé de quantication.
- pour les hématiesla LQ calculées e trouve dans | 6i ntervall e
valeur fournisseur étant supérieure a celle expérimentale et calculée, nous retiendrons un seuil
de 10 hématies comme limite de quantification.
- pour les backries la LQ &périmentale est en concordance avec celle du fournisseur. Celle

calculée est beaucoup moins importante. Nous retiendrons la valeur fournisseur par mesure de

précaution.
3. Linéarité
Objectif tavoi r une | i n®ar analy@e alarrurs codffieientdde coaélatioe d 6

(R?) de la droite proche de 1 et en concordance avec celui renseigné par le fournisseur.

Valeurs Fournisseur

LCR 0a100 ¢ | 0,9837
Liquide articulaire 041000 ¢ | 0,9928
1000 & 10000 ¢ | 0,9984

0a 10000 ¢ | 0,9986

Autres liquides 0a1000 ¢ | 0,9996
1000 & 10000 ¢ | 0,9999

0a 10000 ¢ | 0,9999

Valeurs Fournisseur

LCR 0a 1000 ¢ | 0,9991
1000 & 10000 ¢ | 0,9976

0a 10000 ¢ | 0,9983

Liquide articulaire 041000 ¢ | 0,9973
1000 & 10000 ¢ | 0,9989

0a 10000 ¢ | 0,9978

Autres liquides 041000 ¢ | 0,9999
1000 &4 10000 ¢ | 0,9998

0a 10000 ¢ | 0,9998

Valeurs Fournisseur

Non vérifiée
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Les valeurs de tous les coefficients de corrélation sont proches de 1 aussi bien pour les

leucocytes que pour les hématies.

Leucocytes
Lébensemble des coef fi ci eroches dedcelui rernseignéRpdeat i o n

fournisseur et proclsale 1.La linéarité obtenue pour les deux groupiglide Articulaireet

Autres liquidesest méme meilleure que celle donnée par le fournis$®aur ces deux

groupes de liquideg linéarité est aaforme et fiable pourlesleucoy t es de .0 © 100
Pour la linéarité du groudeCR, on observe un écart de 0.@dpliqué par la faible gamme de
dilution r®alis®e de 0 ~ 1Ndsnepavworsy wfrmes s / ¢ | I
que la linéarité est conforme et fiable jusqué 0 | euclhudelfadt es L O®D. | eucocyt
aucune conclusion ne peut étre effecto#me si la linéarité pour les autres groupes est
excellente.Pour les analyses de routine, nous considérerons que la quantification des
leucocytes sera linéairedg2l i mi t e de quanti fi cgadiquesaitla ©~ 100
nature du liquide biologiquAdu-delad e 10000/ ¢ | |l eucocytes, nous
physiologique a 0,85% afin de pouvoir étre dans la zone de linéarité.

Par la suite, une vérificatiode la linéarittaurdelad e 10000 | eucocytes [ gl
pleurala été vérifiée (R= 0,9959) La linéarité est satisfaisante mémedelade cette limite

fournisseur.En outre, s ul e me n't 14 |l iquides sur | 6ensembl
déune num®r at i ons (4696 Q%)./Parlprédawgiantc omgmh gue dbéana

suppl ®mentaires, nous nous tiendrons = <cette

Hématies

Léensembl e des coef fi ci e@roches dedde regseigné urdet i on
fournisseur et proclsede 1. La linéarité obtenue pour les deux groulp€f et Liquide
articulaire est légerement moins proche de 1 que cdliefournisseur mais reste tres
satisfaisanteLa linéarité du groupéutres liquidesest laméme que celle du fournisseur.

Pour les trois groupes de liquides, la linéarité est donc conforme et fiable pour les hématies
de0O © 10000/ ¢l

Par ailleurs, @ fournisseur va plus loin en affirmant que la linéarité pour les hématies est
valabe j usque 99999 h ®ma manteesetteclihéarité de L0800 a P99 ons
h®&maties/ el ) par absencrésultdte di ff ® ence dans

Pour les analyses de routine, nous considérerons quetihesaties seront linéaires de 10
(limite de quatification choisig 10000 /As-tlelath @ma©0DB6/ ¢l h®ma't
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considérerons que [@élevement est hémorragique @¢ans ce casous rendrons le résultat

ensemiquantitatif >10000/ ¢l h®&mati es.
Bactéries
Nous ndéavondo®tasdag ®ae i k® | i n®arit® sur | es
anal yses de routine |l es donn®es du fournisse
4. Conclusion sur | 6® endue de mesur e
Détecté mais Valeur mesurée
Non détecté non quantifié Quantifié
LB : Limite du LD : Limite de LQ : Limite de LL : Limite de Linéarité :
blanc détection quantification limite supérieure de
I’intervalle de mesure
Leucocytes : 1/ul Leucocytes : 2/ul Leucocytes : 2/ul _
Hématies : 2/l Hématies : 15/l Hématies : 15/l Leucoq_ftes : 1000‘?*’ pl
Bacteéries : 1/ul Bacteéries : 5/ul Bacteéries : 5/ul Heématies : 99999/l
Bactéries : 10000/ul
Leucocytes : 0,26/pl Leucocytes : 2/ul _
Hématies : 2,54/l Hématies : 10/l Leucocytes : 10000/ul
Bactéries : 0,44/ul Bactéries : 5/ul Heématies : 10000/ul

Bactéries : non testée

Légende R/_/

Données du fournisseur Intervalle / Domaine de mesure : Linéarité

Données expérimentales

Lors du rendu des r®sultats en rouWwtbiUkelt,00i01 f
peut rendre des concentrationsupant ne pas se trouver dansdemaine de linéarité
(Annex€l2 (page 10)).

C. Contamination

1. Contamination cellulaire

Objectif : avoir une contamination cellulaire en concordance avec celle renseignée par le

fournisseuret/ouinférieure a celle du fournisseur.
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Valeurs fournisseur | 0,05% ou moins Echantillon a 10000 / ¢
Résultat obtenu 0,035%
Inférieure a celle du fournisseue ONFORME

Valeurs fournisseur | 0,005% ou moins Echantillon 2 999991 / ¢

Résultat obtenu 0,00546%soit 0,006% par arrondi
Limite supérieure a celle du fournisseétCCEPTABLE

EnAnnexel3 (pagel08), se trouve le détail des calculs effectués.

Pour les leucocytesle résultat de contamination cellulaire est inférieur a la contamination
exprimée par léournisseur. Laésultat est donc conforme.

Pour les Fématies le résultat de contamination obtenu est légerement supérieur a la
contamination exprimée par le fournisseur si le résultat est arrondi. Le réstiléaiceptable

carnégligeable ala suite d p a s s adhantillah@antenar® plus de 10000 hématies!| ,

environ 1 h®matie de cet ®chantill on est sus

est totalement n®gligeable et nbéa pas dobéi mpa
2. Contamination microbienne

Objectifs :

- avoir une contamin#on microbienne en concordance avec celle renseignée par le
fournisseur

- avoir une concentration en bact ®r i es su
inférieure a la limite dguantificationdu fournisseur

- ne pas avoir deultures positives des eaux physgilgues

60 passagesl liquide biologique suivi de 2 eaux physiologiques répété 20 fois

Liquide biologique TOUS POSITIFS De 2361 a 7290 bactérieg |
N =20

Eaux physiologiques TOUS NEGATIFS De 0 a (8 bactéries ¢ |
N =40

Liguide biologique TOUTES POSITIVES Nombreuses colonies en cultur
N =20

Eaux physiologiques | TOUTES NEGATIVES Pas de bactéries en culture sau
N =40 Sauf 4 géloses contentant 1 seule coloi
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EnAnnexe 4 (page D8), se trouvaejuelquesmages des résultats.

Léensemble des g®l oses ensemenc®es avec | e
ont une concentration en bactéries supérieure 280U r | 6 UF4 000 .
Léensemble des g®l oses ensemenc®es avec | b6e

( sauf entreeltespeesemtaint une seule colonie) et ont une concentration en bactéries

inférieure ou égale a 0,8 | sur | 6 UF 4 @idroétant D@értedreea laclimitede n t
guantification des bactéries du fournisseur (5 Bactéries ) , ce r®sultat es
comme ®gal “ 1IOn O ly alarat @s Oee coritagnination microbienne inter

échantillons dans le mode liquid®logique jusque 7000 bactéries |

Par la suite, et pour vification, nous avons réaliaggn essai de contamination avec plus de
10000 batds®uituresssntre®gati ves et |l es d®comptes

restent inférieurs a la limite deigntification.

Nous concluons donc qubil n 6y -éahargilborss dathele c ont &
mode | iquide biol ogi gquAu-dglade 10000 badtdrifs lousbact ®r
préconisons un ringcage supplémentéie.routine, ¢s écharitons peuvent donc étre passés

enfsur | 6appareil pour effectuer | e d®compt e

facon manuelle ou automatisée.

D. Evaluation de | 6incertitude de mesur e

Objectif;:conna” " tre | 6i n {M) ddlateéchndiemaduelle (KOBA) at de la
technique automatisée (UF4000).

Automate: Pour 40leucocytest | Pour 800 leucocytes/ |
UF4000 U(%) =15 % - U(%) =6 %
Manuel: Pour 7 leucocytes/ | Pour 35 leucocytes/| Pour 375 leucocytes!/|

Cellule de KOVA U(%) =88,78% U(%) =56,86% U(%) =58,38%

Automate: Pour 40 hématies/| Pour 800 hématies/|
UF4000 U(%) =14,38% - U(%) =6,84%
Manuel: Pour 25 hématies/| Pour 260 hématies/|

Cellule de KOVA U(%) =72,76% - U(%) =44,76%
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Cas des leucocytes

8,5 115 IM=15%

LCR
1,1 € > 18,9 IM=89 %
IM =15 % 170
Liquide ’ 230
articulaire IM=58 % 84 <€ > 316
Autres 85 115 IM=15%
liquides 43 € > 157 IM=57%
Légende IM de | 6UF4
€——> |Mde la KOVA
Lébincertitude de mesure de | 0aut omategarest Db«
|l a cellule de KOVA. Il est i mportant de conn

de la comparaison de méthode des leucocytes pour les valeurs seuils.

E. Comparaison de méthode

1. Comparaison keucocytes/hématies

Rappel: dans cette pad, nous évoquons le domaine de linégsé@r chaque groupde
liquides. Ce domaine de linéarité est celul dé a u t eb mampascelui de la KOVA.
Domaine de linéarité ddeucocytes 2 ° 10000 | eucocytes/

Domaine de linéarité des hématies 1 5 ~ 99999 h®maties/ ¢l

Les valeurs des leucocytes dans le domaine de linéarité pour le driqupie articulaire
peu vent al | er jlesgségulta utilbds @rd Otdexmaeltipliés par le facteur de

dilution. En r®alit®, |l ors du passage sur | 0

Pour les hématies, seules les études avec les tests statistiques ont été realisées. Aucun seuil

ndest admi s p odeshénaties dansdes ligiidescb#logiques.t ®

a) Résultats des tests statistiques pour les 3 groupes de liquides

Léensemble des donn®es brutes et des repr ®se

logarithmique) sont représentéesfamexes 15 a 2péges 109a 114).
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LCR

Liquide articulaire

Autres liquides

Biais / Erreur
systématique
entre les deux

méthode®

Erreur

proportionnelle
entre les deux

méthode®
Relation
linéaire?

Nombre de
points en dehors

des limites

ddédagr ®i

Oui léger de 182
|l eucocytes

Oui : biais de3574
leucocytes ¢ |

Oui : biais de 310
leucocytest |

La ellule de KOVA compte | La cellule de KOVA compte | La cellule de KOVA compte

Iégeremenplus de leucocytes| plus de leucocytes que

plus de leucocytes que

que | 6,LUF4000 | 6 UF 4Ce bidls.estsans | | & U F 4Ce bidis.est sans
conséquences| est observé | conséquencesl est observé
dans les hautes valeurs en | dans les valeurs hautes.
leucocytes.

Oui : plusles valeurs des Oui : plusles valeurs des Oui : plusles valeurs des

leucocytes augmentent, plus | leucocytes augmentent, plus| leucocytes augmententug la
différence des mesures entre| différence des mesures entre différence des mesures entre
les deux méthodes augmente| les deux méthodes augmente les deux méthodes augmente

N=2

Oui moyenne Oui forte Oui forte
R=0,51 R =0,97 R=0,94
N=8 N =10
Sansmpact clinique - Sans impact clinique - Sans impact clinique
Supérieurau seuil - Supérieur au seull - Supérieur a 1000
décisionnel décisionnel |l eucocytes

Biais / Erreur
systématique
entre les deux

méthode®

Erreur

proportionnelle
entre les deux

méthode®
Relation
linéaire?

Nombre de
points en dehors

des limites

ddédagr ®i

Oui : biais de 251
hématies / ¢ |

Oui : biais de 3130
hématies / ¢ |

Oui : biais de 490
hématies / ¢ |

La cellule de KOVA compte | La ellule de KOVA compte | La cellule de KOVA compte
s dogue®mat i (pl us doégue®mati|plus doéh®mat.i

plu

| 6UF4000
Oui : plus les aleurs des

| 6UF4000 |l 6UF4000
Oui : plus les valeurs des Oui : plus les valeurs des

hématiesaugmentent, plus la | hématiesaugmentent, plus la | hématiesaugmentat, plus la

différence des mesures entre| différence des mesures entre différence des mesures entre
les deux méthodes augmente| les deux méthodes augmente les deux méthodes augmente

N=3

(1)

Oui forte Oui forte Oui forte
R =10,97 R=0,91 R =0,96
N=4 N=11
Sans impact clinique - Sans impact clinique - Sandmpact clinique
b) Concordances / Discordances pour les leucocytes

LCR

i Tableau de concordan@d = 180)

Nous regardons la concordance entre le dénombrement des leucocytes par 'UF4000 et la
de KOVA (seuill).d®ci si onnel

cel

ul

e

10
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Automate UF4000 Total Taux de discordancéS 9%
Négatif Positif !
leucocytes || leucocytes Taux de concordanceé6,1%
<10/pl >10/pl '
Microscope | Négatif Taux de concordance Fournisse80%
Cellule de | leucocytes 156 6 162
KOVA <10/ul Faux négatif : 1
Positif .
leucocytes 1 17 18 Faux positifs 6
>10/pl
Total 157 23 180

Il'y a donc une tres bonne concordance entre les deux méthodes. Le tauxatdarmec
obtenuess up®r i eur ° cel ui notifi® par | e fourni
ces 7 discordances, nous relevons prhaque discordance Irésultat de la culture et des
interférences possibles pouvant expliquer ces différences.

9 Etude des discordances pour les leucocybtemact clinique(N = 7)

Parmi les6 faux positifs 5 doéeontenauernt be(@auxbWU ph &@Mat® mad
powantsousestimerle déccomptede | eucocytes ° | a KOVdeset 1
débrispouvant géner le décompte des leucocytes a la KOVA ou ¢gébet) F 4&nd 8

distinction débridéucocytes.

Seulun faux négatif a été retrouvéil y a peu de dférence en leucocytes entre les deux
méthodeg12 eeh KOVAet7 €| | 6 UFOhe@sddutpur de la valeur du seuil.

Toutes éscultures sontestéesr ® g at i ves, i | ndy aendonc pas do

M Tableau de concordance autour de la valeur du dedibleucocytes |

Limite de sélection6a 17 éléments gpar 'UF4000N =20(11% ddd 6 ®c ha.nt i | | on)
Automate UF4000 Total
Négatif Positif
leucocytes | leucocytes Taux de discordance35%
<10/ul >10/ul
Microscope |  Négatif Taux de concordance/5%
Cellule de | leucocytes 9 6 15
KOVA <10/ul Faux négatif : 1
Positif
leucocytes 1 4 5 Faux pOSitifS 6
>10/ul
Total 10 10 20
Les échantillons discordans®nt les mémes que ceprecisés précédemmeit.| néy a pa
doi mpact clinique.

En conclusion, une concordance de 96,1% est observée entre les deux méthodes. Cette
concordance diminue pour lgaleurs proches du seuiloiites les discordances peuvent étre

expliquéesll y a donc une bonne corrélation dans le décompte des leucocytes pour le LCR
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entre la méthode manuelle (KOVA) et la méthode automatisée (UF4000)mipa@son est

donc conforme.

(2) Liquide articulaire

1 Tableau de concordan@d = 160)
Nous regardons la concordance entre le dénombremenéeutexcytes par 'UF4000 et la
cellule de KOVA (seuil décisionnel a 200 leucocyek/

Automate UF4000 Total Taux de discordances%
Négatif Positif
leucocytes | leucocytes Taux de concordanceé5%
<200/ul >200/ul
Microscope | Négatif Taux de concordance Fournisse80%
Cellule de | leucocytes 40 5 45 ; .
KOVA <200/l Faux négatifs : 3
Positif .
leucocytes 3 112 115 Faux positifs 5
>200/ul
Total 43 117 160

Il y a donc une bonne concordance entre les deux méthodes. Laetaorcordancebtenu
est supérieur a celui notifié par le fournisseuf. i n de ¢ o n n aique deecesl86 i mp a
discordances, nous relevons pour chaque discordance les résiltattuce et interférences

possibles pouvant expliquer ces différences.

9 Etude des discordances pour les leucocybtemact clinique(N = 8)

Pour3 échantillons la présence de nombreuses hématiesskOVA ( >1 0000 h®mat i e
semble avoir un imga surle rendu des leucocytese décompte de leucocyga la KOVA
est plis approximatif De pluspour un de ces 3 échantilloms,deuxiéme décompte réalisé 25

minutes plis totpar le technicien est en accord avec lerésdlat | 6 UF4 000 .

Pour3 autreséchantilons,| a pr ®s ence de d®bris en KOVA et
frais semblat Iégérement interférer dans le décompte des leucoces.2 de ces
échantillms, le décompte technicien 7h et 3h plus t6t respectivement est en accord avec le
résultatde la KOVA : la présence de débris et/ou de cristaux semblerait interférer avec le
rendu du r ®s u Parcontre, haur 11dé cesuechamildsjeuxieme décompte

réalisé 1j et 4h30 plus tpar le technicien est emncordance avec le décpta automate.
Pour2 échantillons, i | ndy a pas de di ff ®rence, l e r ®s u

En conclusion,linby a pas eu doi mpact: clldennsqeultelesdee dceess

estresténégatifetnous sommes loin des seuils de significédiyiour les arthrites septiques.
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M Tableau de concordance autour de la valeur du de@D0Oeucocytesd |
Limite de sélection 160 a 270 élémeritsepar 'TUF400QN=12( 7, 5% de | 6 ®c hant |

Automate UF4000 Total
Négatif Positif
leucocytes leucocytes Taux de discordance33%
<200/ul >200/ul

Microscope |  Négatif Taux de concordances7%

Cellule de | leucocytes 3 2 5 Faux négatifs : 2
KOVA <200/ul
Positif Faux positi§: 2
leucocytes 2 5 7
>200/ul
Total 5 7 12
Les4®c hant il | onst dp &< od Gjaemgprewekpliqpépiéaedemment.

En cortlusion, une concordance de%b5est observée entre les deux méthodes. Cette
concordance diminue pour lgaleurs proches du seuiloiites les discordances peuvent étre
expliquées. Il y a donc une bonne corrélationsde déompte des leucocytes pour lguide
articulaire entre la méthode manuelle (KOVA) et la méthode automatisée (UF4000). La

comparaisorest donc conforme.

(3)  Autres liquides

1 Tableau de concordan@d = 292)
Nous regardons la concordance entre leoddrement des leucocytes par 'UF4000 et la
cellule de KOVA (seuil décisionnel a 100 leucocytek/

Automate UF4000 _ Total Taux de discordance9,2%
Négatif Positif
leucacytes | leucocytes Taux de concordance0,8%
<100/pl >100/pl
Microscope Négatif Taux de concordance Fournisse80%
leucocytes 60 7 67
Cellule de KOVA <100/ , .
= Faux négatifs : 20
Positif
leucocytes 20 205 225 Faux positifs 7
>100/ul
Total 80 212 292

Il'y a donc une bonne concordance entre les deux méthodes. Le taux obtenu est supérieur a
celui notifié par le fournisseuAf i n de ¢ o n n aidué deees RDdiscoplances, c | i
nous relevons pour chaque discordance les résultats de culture et interf@assibles

pouvant expliquer ces différences.

1 Etude des discordances pour les leucocybemact clinique(N = 27)

Pour 7 échantillons, la présene de nombreuses hématies a la KOYA 1000 h®mat i e:
peut °tre une e préecisiondadéompteréatisa panld méthoohariudélem

49



Pour 4 échantillons auc une

i nterf ®r ence

n-&ra un® érr@ur deet r o u

lecture a la cellule de KOVA. Le deuxiéme décompaant appuyer cette hypothedeur
| 6UF4000.

résultat est similaire a celui rendua r

Pour les autres échantillons i

discordances se trouvethta n s |

t ech

ni ci en

venant

I noéy

es val

a pas

e

souvent

de

di ff ®rences

urs proches écdmptes eui |

appuyerdelageliuler eur d

de KOVA (retrouvée aussi dans la partie liquide articulaire). En effet, la plujest

décanptes de leucocytes réakspar les techniciens sont eonrdances avec le résultat de
I 6 UF 4@e0cOi

est resté

négatif

®t ant ,

aucun

mp agcute

9 Tableau de concordance autour de la valeur du defil0 O

c Iéiemisgeureb | red ad e@

|l eucocytes/ ¢l

Limite de sélection 80 a 150 élémentsepar 'UF4000N = 56).

Automate UF4000 Total
Négatif Positif
leucocytes | leucocytes Taux de discordance?6,8%
<100/l >100/ul
Microscope Négatif Taux de concordancer3,2%
Cellule de leucocytes 9 4 13
KOVA <100/ul Faux négatifs : 10
Positif .
leucocytes 10 33 43 Faux pOSltlfS 4
>100/ul
Total 19 37 56
Les ®chantil |l anspadi sdcoa rnpaancexpliquedicatdenpueat. ¢ o mme

En cortlusion, une concordance de 9%, 8 st observée entre les deux méthodes. Cette

concordance diminue pour lgaleurs proches du seuiloiites les discordances peuvent étre

expliquées. Il y a donc une bonne corrélation dansdendgte des leucocytes pour le groupe

Autres liguidesentre la méthode manuelle (KOVA) et la méthode automatisée (UF4000). La

comparaisorest donc conforme.

Lében

représentées éinnexes 21, 22, 23 (pagessHL117).

2.

s embl

Comparaison %PN / %MN de la formule leucocytaire

a)

e

des

Résultats des tests statistiques pour leg@upes de liquides

donn®es

brutes

et

des

repr ®s e
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LCR Liquide articulaire Autres liquides

Biais / Erreur systématique Oui : biais de 20% Oui : biais de6% environ | Oui : biais de16% environ
entre les deux méthod8s LOUF4000 comjpLOUF400teplusdem| L 6 UF 4cOnfp plus de
%PN que Ia&KOVA. %PN que la KOVA. %PN que la KOVA.
Erreur proportionnelle entre Oui Oui Oui
les deux méthode
Relation linéaire? Oui moyenne: R = 0,5 Oui forte : R =0,81 Non: R=057
Nombre de pointen dehors N=1 N=7 Nombreux
des | imites

b) Concordances / Discordances pour les formules leucocytaires

(1) LCR

M Choix des échantillonsExplication des formules leucocytaires réalssée

N =162 Formuleseffectuéescar:
A Décomptdeucocytes en KOVA par leechnicien en routine 10 leucocytes &
<10l eucoc A D®compte | eucocl0leusocypea e | | 6UF4000
a la cellule de N =159 @ Formulesnon effectuéed lames nomréaliséesar :
KOVA* A Décompte leucocytes en KOVA par le technicien en rowutitié leucocytes €
N =18 Formuleseffectuéescar:
A Décomptdeucocytes en KOVA par leechnicien en routine 10leucocytes €
>10l eucoc Fomulesnon effectuéed lames non réalisées :
a la cellule de N=4 A Décomptdeucocytes en KOVA par leechnicien en routine 10 leucocytes €
KOVA* A D®compte | euc ocyl0leusocyes gpobul Bdesk£dhantlion
N=4 Formulesnon effectuéescar:
Numération A Liquide trop hémorragique pour rendre une formule leucocytaire en manuel
leucocytaire A D®compte | eucocylOleuwocyeae | | 6 UF4000
impossible*
* Lecture en KOVAparmen® me en parall 1 e di

En conclusion, nous comparohs formulespour le group&.CR

i Etudedesconcordance

17 formules * Formule concordante
effectuées - Pas ddéinversion
- Pas doéinversion
6 formules %PN et %MN
11 formules * discordantes**
concordantes => 28me lecture - Ecart < 20% entre deux valeurs
2 formules ** Formule discordante

=> .
concordantes - Inversion de formule
Erreur 1ére lecture

- Inversion de prédominance du %P

et %MN

4 formules 51
discordantes - Ecart >20% entre deux valeurs



Taux de conaalance des formules a |&€lecture: 64,7%

Taux de concordance des formules & Rcture; 76,5%

9 Etude des formules discordanéesnpact clinigugN = 4)

Pour 1 échantillon, les deux lectures du MG€é&n manuelmontrent une prédominance de
cellulesmononucl ®es contrairement "’ |l 6UF4000 qu

pr ® vement n 6 e kacultpraest nGafnming res@egnégative .

Pour les 3 autres échantillons, les deux lectures du MG&n manuelmontrent une
prédominance de cellulesononucl|l ®e s et une @reédermirtalc® demalules r e
polynuclées Il y a inversion de formule Parmi ces 3 échantillons, un seul était
hémorragique la formule leucocytaire sanme a été relevée, on y retrol8@% PN et 14%

MN. Toutes les culturesont restées négatives sauf pour un des 3 échantjlosait positif

a Staphylococcus aureuka formule prédominée par les cellules polynuclées seraient plus
concordante n  cirdestiorddd LCR.

En cortlusion, une concordance de M5est observéentre les deux méthodekes
discordances qurraientétre expliquéepar une mauvaise différenciation des nuadleg a
une bonne corrélation entre la méthode manudl&G) et la méthode automatisée
(UF4000).

(2)  Liquide articulaire

M Choix des échantillax Explication des formules leucocytaires réalisées

N=44 Formulessffectuéesar:
@ A N =6 dtcompteseucocytes en KOVA par leechnicien en routine 200leucocytes € |
A N =6 décomptes leucocytea KOVA par letechnicien en routine@ar | 6 UF 4

<200l eucoc! < 200leucocytese I  ces f or mudnepas dinéiraaffecmées n t
a la cellule de N =31 | Formulesnon effectuéesrésultat rendu en semuantitatif car.
KOVA* A Décompte leucocytes en KOVA par le technicien en routi@€0 leucocytes ¢ |

N =1 | Formulenon effectuéerésultat renden semiquantitatif car.
A Formules impossibien KOVA par letechnicien en routine (trop hémorragique)

N=116 Formulessffectuéesar:
A Décomptdeucocytes en KOVA par feechnicien en routine 200 leucocyteg ¢ |
>2001 eucoc: Formulesnon effectués, résultat rendu en sermquantitatif car.

ala cellule de N =35 A N =5 dcomptsleucocytes en KOVA par leechnicien en routine 200 leucocytes ¢ |
KOVA* A N = 30formules impossiblesn KOVA par letechnicien en routine (trop hémorragig)
N=11 Formulesnon effectuéesrésultat rendu esemiquantitatif car.

Numération A Liquide trop hémorragique pour rendre une formule leucocytaire

leucocytaire

impossible*

* Lecture en KOVAparmen® me en parall | e di
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En conclusion, nous comparo®d3 formulespour le groupé.iquide Articulare.

i Etudedesconcordance

93 formules * Formule concordante

effectuées - Pas doéinversion

- Pasd 6i nver si on de

31 formules %PN et %MN
62 formules * discordantes**
concordantes => 2éme lecture - Ecart < 20% entre deux valeurs
21 formules ** Formule discordante

concordantes =>

. - Inversion de formule
Erreur 1ére lecture

- Inversion de prédominance du %P

et %MN
10 formules
discordantes - Ecart > 20% entre deux valeurs

Taux de concordance des formules &°laldcture: 66,7%

Taux de concordance des formules & Rcture: 89,2%

9 Etude des formules discordanéesnpact cliniqgugN = 10)

Parmi les 10 discordances sont reks:é

- 3 difféerences majeures par inversion de formul¢ %P N > 80 % ~“Led 6 UF40
deux lectures du MGG mettent en évidence une prédominance de cellules
mononucl ®es et | OUFA 0O D@ embdbntpas Imdinn v & dee
pour ces discordancetes hématies ne semblent pas étre en cause puisque ces
di scordancesescsbdOdbse®cdmint al |l ons contenan
Pour le prélevement hémorragique, la formldacocytaire sanguine montre une
prédominance de cellules polynuclées L6 anal yse anatomopathol
articulaires est en accord avec celleld® UF4000 pour 2/1L8 des ¢«
cultures sont toutes négatives.

- 1 différence majeure par inversion de formule (%N >80% au MGG). Lesdeux
formules réalisées au MGG montrent une pnéid@ance de cellules polynuclées
tandi s qumeténéuderke0 @0 us de <cell ules mononu
ndbest pas h®morragique et |l a culture est
pas été réalisée, il est donc impossible de conclure sur la formule la plus juste.

- 3 différences mineures (formule panachéé pr ®d o mi nan c eesdéxu n %)
| ectures du MGG mettent en ®vidence une

montre une formule a prédominance large de cellules polynuclées. Les échantillons ne
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sont pas hémorragiques et la culture est négativea n arlatpnsopathalogique des

|l iquides articulaires est en accord avec
- 3 difféerences mineures (Ecart de % >20% entre les deux méthodes).

Pour 2/3 des échantillonsles formules des deux méthodes montrent la méme miéeloce

de cellules polynuclées mais avec des éca@t8% Ces diff®rences ne rel

majeuresPour | e premier de c e spashén®ragiquet tacultureons , |

rese négative. Soranalyse anatomopathologique montree yorédonmance de cellules

pol ynucl ®es en concordance avec | e pourcenta

ces 2 échantillons, le liquidsest hémorragiquet sa culture est positive apres enrig@ment a

Staphylococcus aureuSonanalyse anatomopah o | o g pag éteeffattdée.

Pour 1/3 des échantillonsla formule des deux méthode®ntrela méme prédominance de

cellules mononuclées avec un écart de pourcentage. Le MGG décéle paatluties

mononucléessue | 6 UF4000. L 6 ® mrnagique 6t la tutbure resté regative.p as h

Léanal yse anatomopathol ogique montre une r ®a

concordance plutét avec la formule des MGG.

La plupart des discordancese pv e nt °tre expliqu®es et
doamanopat hol ogi e permet de souvent confirmert

deux cas

En cortlusion, une concordance de 8%2est observée entre les deux méthodes
discordancepeuvent étrexpliquées. Il y aine bonne corrélation entre la timéde manuelle
(MGQG) et la méthode automatisée (UF4000). La comparasbdoncsatisfaisante.

3) Autres liquides

M Choix des échantillonsExplication des formules leucocytaires réalisées

N =67 Formuleseffectuéesar:
A N =11 cécomptedeucocytes en KOVA par lechnicien en routine 100leucocyteg ¢
<10l eucod¢: A N =10 décomptes leucocytes KOVA par letechnicien enroutinegtar | 6 UF
a la cellule de < 100leucocyted €1 ces f or mudnepas di&raffeatuaes e n t
KOVA* N =46 = Formulesnon effectuéesrésultat rendu en serguantitatif car.

A Décompte leucocytes en KOVA par le technicien en routiti€0 leucocytes ¢ |

N =225 Formulessffectuéesar:
A Décomptdeucocytes en KOVA par lechnicien en routine 100 leucocytes € |
>100l eucoc: Formulesnon effectuéesrésultat rendu en semuantitatif car.
a la cellulede N =56 A N = 14décomptedeucocytes en KOVA par lechnicien emoutine< 100 leucocytes ¢
KOVA* A N = 42formules impossiblesn KOVA par letechnicien en routine (trop hémorragique
N =52 Formulessffectuéesar:
Numération A Décompte leucocytes en KOVA par le technicien en routiit80 kucocytes ¢ |
leucocytaire N =42 | Formulesnon effectuéesrésultat rendu en semuantitatif car.
impossible* A Liquide trop hémorragique pour rendre une formule leucocytaira

* Lecture enlKOVA par moiméne en parall | e du 54



En conclusion, nous comparo?@0formules pour le groupdutres liquides.

i Etudedesconcordance

200 formules * Formule concordante
effectuées - Pas déinversion
- Pas doi nyprédominaace du

62 formules %PN et %MN
discordantes**
=> 2eéme lecture

138 formules

concordantes* - Ecart < 20% entre deux valeurs

21 formules ** Formule discordante

concordantes =>

N - Inversion de formule
Erreur 1ére lecture

- Inversion de prédominance du %P

et %MN

41 formules
discordantes - Ecart > 20% entre deux valeurs

Taux de concordance des formules &°laldcture: 69%

Taux deconcordance des formules a F'9ecture: 79,%%

9 Etude des formules discordanéesnpact cliniqgugN = 41)

Parmi les différences, sont relevées
- 27 différences majeures par inersion de formule( % PN > 80 % Les | 6 UF 4 (
deux lectures du MGGnontrent une prédominance de cellules mononuclées et
| 6UF4000 montre compl ®t ement |l 6i nver se a
polynuclées (>80%)
M cettei nver si on devef opronuurl ed essd ovhasleerur s en | euc
1 la plupart des formules sanguines en rapport descliquides hémorragiques
montrent physiologiquement une prédominance de cellules polynuclées.
1 les formules ded liquides réalisée en hématologie confortete résultat de la
formule manuelle (MGG).

1 seuleune culture positive ®#seudomonas aeruginosa été retrouvéeCe résultat

serait en concordance avec |l a formule de
polynuclées.
- 6 différences majeures par inversion de fomule ( % PN < 80% ° | 6 UF
LOUF4000 rend wun r®sultat inverse de |

pourcentage de PN < 80%. Les mémes observations peuvent étreqiraiseiesci-

dessus.Une seule culture positive dééretrouvée &scherichia oli: la aussi la
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formul e d e ptéedotdirasic@ 0dO cellules polynuclées serait plus en
concordance avec une culture positive.
- 2 différences mineures (formule panachéei pr ®d omi nancled WH4AMhO 0%)
rend une formulepanachéecontre une légére prédomiance dobéun pource
MGG etviceversa Ces 2 di ff®rences sb6ébobservent
leucocytes. llssonttous les deuhémorragiges Les cultures restent tout de méme
négatives. Ce ne sont pas de différences majeures.
- 6 difféerences mineures Ecart de % >20% entre les deux méthodes)Les deux
méthodes montrent la méme prédominance mais avec un léger écart. Ces différences
ndont dpmpact clinique. Ces ®chantill ons
hémorragiquesUne seule culture pdsie a Streptococcus spst observée.ds deux
formules montrant une prédominance de cellules polynuclées, aucun impact clinique
ndbest rel ev®.
Il estdoncobserv® 20, 1% de formules discordantes.
chez les patientd. 6 ®¢ des diagrammes de dispersion montrent que les deux nuages de
points, correspondant aux % PN et % MN, ne sont pas bien différenciés.

En cortlusion, une concordance de 7h5est observée entre les deux méthodes
discordancese peuvent pas toutes émepliguéeslLa corrélation entre la méthode manuelle
(MGQG) et la méthode automatisée (UF4000) at t ei nt pas | 6objectif a

C) Etude des résutihts semiquantitatifs pour le groupe Liquide
articulaire et Autres liquides

Le groupe LCR maaestcegase ®muadern®&n effet, i

en semiquantitatif dans cette étude.

Liguide articulaire Autres liguides

Nombre de résultats en sequantitatif: 77 Nombre de résultats en seqiantitatif: 144

Taux de concordance* entre le résultat en semi Taux de concordance* entre le résultat en semi
guantitatif et [ 58,8% or 1 qguantitatif et t43,99% or 1

* Concordance
Formule donant le méme rapport de prédominance de %MN ou de %PI

Pas doéinversion de formule

Pour les deux groupes, la moitié des résultats rendus ne sont pas en corrélation avec ceux de
| 6UF4000
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3. Comparaison des bactéries

a) LCR

M Choix des échs#tillons : explication des GRAM réalisés

N =162 GRAM effectuéscar:
A Décomptdeucocytes en KOVA par feechnicien en routine 10 leucocytek € |
<10l eucoc A D®compte | eucocxlbleusocypea e | | 6UF4000
ala cellule de N =159 ' GRAM non effectués/lames non réalisées car :
KOVA* A Démmpte leucocytes en KOVA par le technicien en routin® leucocytes ¢ |
N =18 GRAM effectuéscar:
A Décomptdeucocytes en KOVA par lechnicien en routine 10 leucocytes € |
>10l eucoc GRAM non effectués/ lames non réalisées :
ala cellule de N =4 A Décomptdeucocytes en KOVA par leechnicien en routine 10 leucocytes € |
KOVA* A D®compte | euc ocxyl0leusocyed epoul Hdesk £dhdntlions
N=4 GRAM effectués:
A Formules impossibleen KOVA par letechnicien en routine (trop hémorragique
Numération A D®compte | eucocl0leusocyea e | | 6UF4000
leucocytaire GRAM non effectués
impossible* N=2 A Formules impossiblesn KOVA par letechnicien en routine (trdpémorragiques)

A Décompte leucocyse p ar [>A0eudoby®®de |
* Lecture en KOVA pamoirméme en paralleledupesa ge s ur

En conclusion, nous comparoh8 GRAM et 184 culturespour le group¢.CR.

Parmi les 184 échantillons

T 150 dbéentre eux o n(8l5%deinatre éclamtildh):bact ®r i es/ ¢l
0 5GRAM effectués => négatifs
0 150 culturesffectués => négatives

T 34 ddédentre eux oni85%pdendre &tantifon)bact ®r i es/ ¢l (

Nous choisissons dee présenter sous forme de tableau que les échantillons présentant plus
de 5 bact®ries/ ¢l (1'i mite dleleagse eesume dornca a4t i o n
échantillons (N = 34).
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Tableau 5: Tableau des bactéries pour le LCR

Bactéries &R KOVA Formule MGG
Numéro de | UF3000 par Résultat de la GB vérifide par moi{ Formule UF4000
prélévement ordre S A culture d‘:: UF4000 méme %PN  %MN | Ersafeslilang
crolssant pte KPN__ S6MN
149 5 NR*® Négative 4 g non faite 10 50 clair
150 5 NR*® Négative 1 5 non faite 85 15 clair
168 5 NR* Négative 1 5 non faite 21 79 clair
98 5.3 NR* Négative 10 12 non faite 10 90 hématigue
173 5.3 NR*® Négative 2 o non faite ] 100 clair
88 & R :PDB** Négative b 15 = | 95 100 0 hématique
42 6,1 NR*® Négative 1 g non faite 24 16 rose
56 6,1 NR* Négative 1 3 non faite 50 50 | clair + débris KOVA
36 6,5 NR*® Négative 0 3 non faite 0 100 clair
26 7.3 NR* Négative 1 4 non faite 53 47 clair
106 7.3 NR* Négative 1 4 non faite 35 61 clair
14 7.7 NR* Négative 2 4 non faite 56 44 rose
25 7.7 NR*® Négative 2 4 non faite 0 100 clair
80 8,5 R:PDB** Négative 36 56 31 | 69 97 3 clair
159 g NR* Négative 3 4 non faite 1] 100 clair
111 9.4 NR* Négative 1 3 non faite ] 100 clair
164 10 NR* Négative 1 3 non faite 42 58 légérement jaune
133 13 R:POB** Négative 111 97 80 | 20 97 3 jaundtre
Positive :
Stophylococcus . .
o fait
75 16 NR el ] & non faite 56 44 rosé
enrichissement
123 17 NR® Négative 14 29 non faite 97 3 rosé
17 21 NR* Négative imp 116 non faite 99 1 hémaorragigue
19 23 NR* Négative imp 22 non faite 73 27 hématique
148 26 R :PDB** Négative 5 10 75 25 98 2 rosé
121 29 R:PDB** Négative 130 79 28 72 39 61 trouble léger
45 32 R:PDB** Négative 200 420 89 11 99,5 0,5 hémorragique
79 34 NR* Négative 10 17 non faite 97 3 hématique
Réalisé : Trés Pu::::z:::“
107 48 nombreux CG+ en 100 87 22 78 98 2 trouble léger
Staphylococcus
amas
aureus
154 54 R : PDB** Négative imp 50 non faite 95 1 hemaorragique
Réalisé : Négmiv::\;'e:
103 67 NombreuxcG+ | Commentaire 3960 899 s0 | 10 | 91 | s trouble
patient sous
en diplocoques .
antibiotigue
30 87 R:PDB** Négative 480 405 90 10 93,6 0,4 hémaorragique
118 153 R:PDB** Négative IMP 103 non faite 46 54 hemorragique
85 1380 R:POB** Négative 4410 2616 a5 5 83 11 trouble
Positive : Assez
Réalisé : Rares nombreux
78 3770 G S 140 230 2 98 10 a0 trouble
aureus
Positive : Rares
&8 18750 R:PDB** Pseudemonas 1850 1321 83 11 92 8 orange + trouble
geruginosa
*NR : Non réalisé
**R . PDB: Réalisé: Pas de bactéries
1 Comparaison Bact ®r i 6 &§RAM OUF4000
PMPus | e nombre de bact®ri e

est importante et plusur positivité esfréquente
Pour les 3 GRAM positifg

bact @r i

es/ ¢

)

OUF4000

rend

- Grande hétérogénéité du nombre de bactéries par rapport au GRAM

Seuil de

10
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- Décomptesemiquantitatif des CG+ visualisés au GRAM ne correspond pas au
d®compte de bact ®nmesnemsbreixCGt auUGRANPOWD un( e X
d®compte ©~ | OUF4IDp0O0 de 48 bact®ries/ ¢

Pour les autres GRAM effectués revenus négatifs a la lectuge ), UIF4600 rend
j us'qulé8 750 magec un®aulture pokitive.

- Grande hétérogénéité du nombre de bactéries par rapport au GRAM

La corrélation GRAM Bact ®ri es °~ | 6UF4000 nbéest pas ®vi

pour permettrgle mieux évaluer laorrélation.

Conparaison GRAM T Culture(N =19)

GRAM Total  gensibilité = 66,7%
Négatif  Positif Spécificité = 93,8%
Culture ~ Négatif 15 1 16 VPP = 66,7%
Positif 1 2 3 VPN = 93,8%
Total 16 3 19

La sensibilité de la coloration d@RAM nobest pas tr s bonne mai

Lé6®chantill onnalge est ®gal ement faib

Seulement 3 GRAM ont été rerglpositifs(en orangd : sur ces 3 GRAM, 2 sont rendus
positifs en culture(échantillons107 et 78 en violef) et 1 négatif en culter (échantillonl03
en violel) mai s accompagn® doéun c¢ o mmatient &ait soes bi ol

antibiothérapie et donc que la culture était de facon normale, négative.

Sur les 16 GRAM négatif$ ), 1 seule culture est positive raresPseudomonas
aeruginosa (échantillon 68). Le manque de sensibilité du GRAM pourrait étre une

explication.

Sur les 4 cultures positivésn violei), 1 ddéentre ell e avai®6 un GR,
;l6aut rpes ended&GRAM( <1 0 | e u:céohanyiliorers)./La positivité de cette
derniere culture peut étre remise en questigtte culture étant posig a un Staphylocoque
a coagulase négative et obterapres enrichissemensgtesirement due a urentamination

du bouilon dd e n r i ¢ hau brs @umpréleavement.

1 Comparaison Bact ®r i @€ultire | 6 UF4000

Pour les 4 cultures positivggn violei), l e nombre deUBdO00®r ieesst/ :
minimum 16. $ | 6on consded 6 e h b7& domrhelubencon@mation, le

nombre de bact®rieshtalre” ploBUF4¥@0 epdaurdeume na
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Pour l es 180 <cultures n®gatives, | 6UF4000 ¢

observe une grande hétérogénéité dunombreth act ®r i es ~ | 6 UF4000

Aveccedonn®e s, nous essayons do®t abdanmsieLOGR s eui
par rapport a la culturées objectif de ce seuii
- avoir le moins de dux négatif possible => avoir une bonne sensibifitds tout en
gardant une spéciité convenable
- avoir une bonne valeur prédictive négative => pour exclure un LCR négatif
- avoir une meilleure sensibilité et VPN que le GRAM dans le but de positionner
| 6 UF 4 0 ¢ placeedans [ prise en charge defkLC

Etude ds différents seuils

Sensibilité  Spécificité VPP VPN
SeuildeSbact ®r i 100% 83,3% 11,8% 100%
Seuil de 10 100% 92,2% 22,2% 100%
Seui | de 20 75% 94.4% 23.1% 99,4%
Le seuil desemhe étreauc ho®opromis éntella sensibilitég spécificitéet

la VPN. Les résultats sont meilleurs que ceux obtenus avec la coloration de GRAM.

Le seuil d e aukald étébamssin ®an icanprongida culture du faux rgatif
résultant stementd 6 une ¢ onPoaumi nRattaiyoerr. | e di agnolatic di
présence ou non de bactérie 6 e s t pas suffisante. (! faut

parametresles leucocytest la formule eucocytaire

Léinterpr®tation de | 6ensemble de ces trois
1 Leucocytes Bact ®r i es ~ | 6UF4000

Déapr s | e tableau, nous voyons qub6” spartir
sauf 2 (échantillong§64et75 ont un d®compte de I(@wbepcytes
Ceci conforte | 6id®e doébun seuil “ 10 bact ®ri
Al 6i nver stil lumn ® h@Gnl eucocytes/ ¢l (obtenu

forc®ment des bact ®r isdescocptalr®¥ 0 /. ¢ ISuTr 1288 K®VYA
|l 6UF4000, 50% ont moins de 10 bact®ries/ el e

L6interpr ®tpaatriaonm tdreess deenu xm° me temps (Il eucocy

donc nécessaire.
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9 Formule leucocytaire Bact ®r i es ~ |l 6UF4000

Plus le nombre déactériesaugmenteplus les formules leucocytairgent prédominéegar
des cellules polynucléeqen verf). Ce qui serait en concordance avec une infection

bactérienne du LCR.

Dans le tableau,aus remarquons égalemegue beaucoup de@R avec une décompte de

bact ®ries >10/ ¢l et un d®compte de | eucocyt
manuel pourcaile de pr ® vement h®morragique ou aut
de r®aliser ces f or mul mamtreptune prédemirarecede cedulesl e c e
polynuclées.
L6i d®e doéun seui l de 10 bact®ries/ ¢l est dor
leucocytaires.

M Contexte clinique

Le contexte clinique et thérapeutique des patients aux LCR présentanedOsbdctéries a
| 6UF4 000/ adtéekamin& 18)

Nous observons que

- 4% (N = 8) des LCR >10 | eucocytes/ el avec
descultures négatives étaient issus de patients ayant une antibiothérapie antérieure a la
ponctionde LCR Ces LCR avaient tous une hyperprotéinorachie.

- 22% (N = 4) des LCR gt positifs a des virugvZV, HHV6, Enterovirus)avec une
prédominance de cellules polynuclées a la formule.

- 17% (N = 3) des LCR ont une méningite bactérienhes deux LCR podis a
Staphylococcus aureusvaert une biochimie du LCR normale. Le LCR pifsa
Pseudomonas aeruginoasait une hyperprotéinorachie.

- 17% (N = 3 des LCR ndont p arais avdielttun admbrg dee r et
| eucocytes | RGeux metndi e<nltO/iedsus doébun m° me
d 6 h y dhalie,a®un examen biochi que n 6 a sWteR2LER.f ect U®
Le dernier LCR wvenait doun pati diiplex en ®t

réalisée était négative. Ce LCR présentait une Iégére hyperprotéinorachie a 0,98 g/I.

9 Diagrammes de dispersion des 4 cultyresitives

Les diagrammes sont présentésAemexe 25 (pagel®). A partir de 1000 ba

diagramme de dispersio de s bact ®r i es peut sbobiserver.
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diagramme de dispersion est observié dévie vers le haut pour les badtér GRAM + et

dévie vers le bas pour les bactéries GRAM

En onclusionpourl 6i nt er pr ®t ati on d.uCRn o mblrdelhbddeteODa ct ®
de leucocytes initial, la formule leucocytaire, le nombre de bactéries et la clinique du patient
doivent étre pris en comptee seuil debactériorachiede 1 0 b a clts@nble étre lee

meilleur compromis.

b) Liquide articulaire

Tous les liquide ont été dilués au 1/AT Les chiffres de décompte des bactéries présentés

dans cette partie, corresponddancau résultat du liquide dilué.

Parmi les 171 liquides articulaires
12ddentre eux poss ®dai:lesi2 GRaMeat cltsiresEmienbégdiifa.ct ®r i es / ¢ |

159 ddébentre eux ont plus de. 5 bact®ries/ el (i mit e

1 Comparaison Bact ®r i d SRAM | 6UF4000
Parmi les 171 liquides articulaires, ont été visualisés
- 8 GRAM positifs a CG+ le " GRAM positifs 6observe ° partir de
| 6UF46s0én | t ats de jlOIFUDDDET®BMiTes/ ¢l
- 163 GRAM négatifs: le décompte de bactériés | 6 UF4000 «83®4 end d

bact ®r i es/ ¢ |

Comme pour le groupeCR, plus le nombe de bactére augment e ° | 6UF40
fréquence de positivité des GRAM est importaie. plus, tous les GRAM étaiepbsitifs

avecdesC G+ et pour t an tquahtbatvp gese CG+avisualizés ausGRANM ne
correspond pas au décomptedebaceges ~ Ol 6 UF400

La corrélation GRAM Bact ®r i es ~ | 6UF4000 nbéest pas ®v

sera utilisé comme méthode de référence pour permettre une meilleure comparaison.

1 Comparaison GRAM i Culture(N =171)

Slalal e Sensibilité = 53,3%
. o Spécificité= 100%
e Mgl 135050 e -oow
= 0,
Total 163 8 171 VPN =95,7%
La sensibilit® du GRAM nbdéest que de 53,3% p

trés bonne.
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Déapr s |-desstisASduluresusont rievenues positives sur les 171 échantillons
analysés.Sur les 8 GRAMpositifs tous sont revenus positifs en culture. Par contre, 7
cultures positives avaient un GRAM négatif. Les cultures étaient positives aussi bien a des
bactéries GRAM + et GRAM

1 Comparaison Bact ®r i é@¢€ulttire | 6 UF4000
Sur les 171 cultures effastes, 15 cultures sont revenues positives. nombre de

bact ®r i es/ ¢l " I OUFd00090@®sendl ej unsaniPamuen7 A D7 2|
156cul tures n®gatives,; | éURdmMmDOe33%HEba te@rdiee®dl/i £Is
Il'y a donc wme grande hétérogénéitte s v al eur s ° | 6UF4000 pourt

négatives et/ou positives.

Avec ces donn®es, nous essayons do®tablir u
liquide articulaire par rapport a la tule. Les objectifsontles mémes que ceux du groupe
LCR

Etude ds différents seuils

Sensibilité  Spécificité VPP VPN
Seuildeldbact ®r i 100% 13,5% 10% 100%
Seuilde® bact ® 93,3% 49,4% 15,1% 98,7%
Seuillde® bact ® 80% 60,9% 16,4% 96,9%
Seuildel® bact € 80 % 77,6 % 25,6 % 97,6 %

Il est impossible de conclure quant & un seuil defgigtivité des bactéries. En prenant, par
exempl e, un seui | de 100 basu®ceptsi/ikles 20080
culture positive. Si nous prengrnzar ailleursun s eui | de 10 bact®ries
LCR, nous ne passeronsjamais c1't ® doéune culture positive n
voudra, en acun cas, préce la positivtée@ | a cul tur e. Déautant plu
décompte > 10 bactérieses$t assez courante pour les liquides articulaires (150/171 = 88%).

La présence ou non de bactérie 6 e s t pas suf fi sanlfat peerur ®t 8

attention a deuautres parametreses leucocytestla formule leucocytairdc 6 i nt er pr ®t at

de | 06 e recestrdisléléments permettichido ®t ay er wnfectieux.agnosti c i
1 Leucocyte§ Bact ®ri es ° | 6UF4000

Déapr s nos donn®es, nous olsde&rvyonlsdb eqmusé@& mb |
®chantill ons ont un d®compte de | euclacytes
dil uti on ( N-adire €ndronk4%1Par cantied 24 des liquides ayant moins de

30 bact®ries/ ¢l ont aussi des | eucocytes > 2
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De nonbreuses cultures positives ont des disparités en termes de décompte de leucocytes et
de bactéries. Il est par exemple observé
- une culture positive a quelgues Staphylocoques a coagulase négative pour un
d®compte de | eucocytesac’t @U0O0/sel” €lt0,w2n &dc
- et une culture positive a trés rares quelques Staphylocoques a coagulase négative pour
un d®compte de | eucocytes © 20000/ ¢l et wu
Il est donc difficile de conclure méme en associant le nombre deibaattéas leucocytes.

1 Formule leucocytairéeBact ®r i es ° | 6UF4000

Déapr s nonobsenmnune®epsl,us | e nombre de bact®rie
|l a tendance de |l a formule | eucocytaire est
polynuclées.

Sinous prenons, par exempl e9% des forrsues sont d e X
prédominées par des cellules polynucléesd aul ~ de 30 bact ®r i es/ ¢ |

augmente évidemment avec le seuil.

L 6 e n ke dambultures positives avane formule prédomée par les cellules polynuclées.

La formule | eucocyturimoyen poud difétenciqr des irditoes me i | |
articulaires. En effet, dans les arthrites réactionnelles ou microcristallines, la formule est
souvent prédominée par les polynucléaif@enc on ne pourra pas non plus conclure avec

| 6aide de | a formule | eucocytaire.

M Contexte clinique

Nous relevons qudé” partir de 1000 bact ®ri es.
est importante 62% de nos échantilhe avaient uneulture positive (8 échantillons sur 13

liquides contenant plus de 1000 bactéeigs/

Nous avons cherché savoir pourquoia culture était restée négatpeour 5 dbentr e
elles étaienissies de patients ayant eu une antibiothérapie préalable.

I Diagrammes de dispersion des 15 cultures positives

Les diagrammes sont présentésfamexe B (page 19). Apat i r de 1000 bact @®
diagramme de dispersion des bactéries est réellement observable. Une concordance nombre
de bact ®r i kedagramme deldiBpérbidh @st observglus b nombre de bactéries
augmente plus le nuage est important. Les nesgde points correspondantux

Streptocoquegsauf Streptococcus pneumon)asemblent plus dévier vers le haut que les
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autres nuages des autres bactéries (Staphylocoques). La différence enwagles des
GRAM + eti ne peut pas étre visualisi&g un seul Bacille GRAMi est obtenu en culture
est a moins de 100 bact®ries/ gl

Enconclusion,d apr s n,adl sst difficile deRcenslure quant a un seuil de bactérie
significatif méme en associant de décompte de leucocytes et la formule leucoBdase.

nos attentes, useuil debactériosynovielelOoude 3 a ct ®r i raiséirecrdtenyp o u r

C) Autres liquides

Léensemble des 343 autres |liqguides ont un dR@

1 Comparaison Bact ®r i d SRAM | 6 UF4000

D 6 a p rs dannéaspparme$ 343 autres liquidesnt été visualisés :

- 13 GRAM positifs a des CG+ et des BGle 1** GRAM positifs 6observe 7 pat
32 bact®ries/ eldles” riIecUF4®GAG de | 6UF4000
bactéries |

- 330 GRAM négatifs: |l e d®compte en breede ®aBXHGE de |
bactériesd |

Comme pour les autres groupekjsple nombre de bactése ugment e ° | 6 UF400

fréquence de positivité des GRAM est importabte.plus,les GRAM étaient tous positifs a
des CG et pourt ant -quadtiatpepded CGttvisualisés ae GRAM ne
correspond pas au d®compte de bact®ries ~ |0

La corrélation GRAMi Bact ®r i es ~ | 6UF4000 nbéest pas ®v

sera utilisée comme méthode de réféegpour permettre une meilleure comparaison.

1 Comparaison GRAM i Culture(N = 343)

Erd ___| Total Sensibilité = 5%
| DGR A Spécificité= 100%
Culture = Négatif 318 0 318 VPP = 100%
Positif 11 13 24
= 0,
Total 329 13 343 VPN =96,7%
La sensibilit® dud%PBuh Mirenctudes Rar coairi@ spétiécitéSest

excellenteainsi que la VPN.
D 6 a ple taldeau ecdessus, 2 cultures sont revenues positives sur les 343 échantillons
analysés (soit 7% envirorpur les B GRAM positifs, tous sont revenus positifs en culture.
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Par contre, 11 cultes positives avaient un GRAM négatif. Les cultures étaient positives
aussi bien aes bactéries GRAM + et GRAM

1 Comparaison Bact ®r i d€ultire | 6UF4000

Pour les 24 cultures positivdes 343 effectuéee nombre de bactériestl ~ | 6 UF4000
mnimum 32.1 | s O ®t eursdj uadu 99999 bact ®ries/ ¢l
Pour les319 cultures négati e s , ce seuil debuts®al |l d&ndacj ®s

bact ®rlliyea sire glande différence entre le minimuneemaximum de bactéries a
| UF4000 pouvant donner wune culture positive
Avec ces donn®es, nous eifBcatigitg enrbactéreedpRrtrapolt i r  ur

a la culture. Les objectifs solels mémes que ceux des autres groupes.

Etude dedifférents seuils

Sensibilité  Spécificité VPP VPN
Seuilde30bact ®r i 100% 17% 8,3% 100%
Seuilde® bact ® 87,5% 30,4% 8,6% 97 %
Seuildel1® bact € 75% 51% 10,6% 96,5%
Seuilde2®0 bactlé 583% 73 % 14 % 95,9 %

Il est impossible de conclure quant a un seuil de significativité des bactéries. Tout dépend ce
gue | don veut gue | BUF4000 d®tetc®rei.e sSielnouo
passera pas a cbté de faux négatifs mais leifspé i t ® n 0 e Par copte Si NdUH N n e
choisissos un seuil de 100 bactéries, osque de passer a coté de 25% des cultures

positives, ce qui peut impacter la décision thérapeutiquizapiliste.

La présence ou non de bactéred e st p a s rstabfir n seud. i taweffegtuzrune
interprétation globale avec les leucocytes et la formule leucocytairedafin®t ay er un

diagnostic infectieux ou non.

1 Leucocyte§ Bact ®r FAOG ~ | 6 U
Déapr s nos donn®es,saymmante plieenombe deblauecytdseestb a c t ¢

i mportant . A partir de 150 bact®ries/ el , | ¢

leucocytes supérieur au seuil de significativité du laboratoirel I0a @i échantillon pres.

Tout comme les liquides articulaires, il & une grande disparité entre le nombre de

| eucocytes et | es bact®ries © | O06UF4000 pour

Par exemple
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- Une culture positive a tres rare&taphylococcus aureupour un décompte de

|l eucocytes ° 90/ ¢l et un d®compte de bact
- Et une culture positive a tres rar&aphylococcus aureusour un décompte de

| eucocytes ° 3600/ ¢l et un d®compte de ba

Il est donc difficile de conclure méme en associant le nombre de bactérie et les leucocytes.

 Formuleleucocytairée Bact ®r i es ~ |l UF4000

! n 6 ge paedomimance majeure des cellules polynuclées pour un décompte important

en bact®ries. Par exempl e, " partir de 100
prédominés par des cellules mononucléd®ar contre, poutes 24 cultures positives, 23

d dtee elles ont une formule prédominée par des cellules polynud@&edormule

leucocytaire ne semble pas étre eedida concentration en bactéries.

M Contexte clinigue

Apartir de 1000 bacta&®aoriueesclltaré positiveaest sogiante:e pt i b i
41% de nos échantilis avaient une culture positive (9 échantillons sur 22 liquides contenant
plus de 1000 bactéries). 13 échantillons sont revenus négatifs en culture, nous avons
étudiées les différentes @tgies:
- 10ddentr e equuneantibiathérapie préalable a la ponction pouvant ainsi
expliquer la négativité des cultures.
- chez 3 déoentre eux, une origine n®opl as

antibiothérapie.

i Diagrammes de dispersionsd24 cultures positives

Les diagrammes sont présentésPemexe Z (page 1R). A partir de 1000 ba
diagramme de dispersion des bactéries est réellement interprétable. Une concordance nombre
de bact ®r i kediagramme deldibpérbidnt@dservé : plus ke nonbre de bactéries
augmentelus le nuage est importamtes nuages de points correspondant aux GRAd +

sont différents et semblent en concordance avec les données du fournisseur. Les nuages de
points correspondants aux Streptocog(edsici avecStrept@occus pneumonidesemblent

plus dévier vers le haut guceux des Staphylocoques.

En conclusion,dapr s nos donn®es il est diffscile ¢
significatif méme en associant de décompte de leucocytes et la formule laireodyains

nos attentes, le seuil de 3cbaa ® r | ersif é¢rd retgnua
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V. Discussion

L6int®gration et | Ooutilisation en rout.

selon les recommandations du COFRAC, une vérification in situ de la méthalgtcme

utilisée. Cette étuda donc permisle vérifier les performances analytiques de cette méthode

n e

ainsi que sa comparabilité avec des méthodes manuelles. Les avantages et les inconvénients

du module Iliquide biologiqgevés. de | 6UF4000
Léensembl e des decntee®mesnet@ontane pris®@en sharget agdiehdu

liquide biologique etine intégration optimale de cet appareil dans le laboratoire.

A. Vérification de la méthode in situ

1. Fidélité

ont

En premier lieu,nouavons test® |l a fid®lit® de | 6aut

La répétabité obtenue pour les leucocytes, hématies et bactéries est trés satisfaisante

et conforme pour les trois groupes de liquides. Pour le grAupes liquidesaucune non
conformitén 6 e s t 0 b s e arv des codffitientt de varidtionpsont inférieurs0&o.

Pour les autres groupes, quelques-oonformités sont relatées sans impact cliniquees

derni res s6observent soit dans des val eur s

leucocytes ou leérés haut niveau de concentration en hématies),efles sont dues a une

d®gradation des ® ®ments pendant | dexp®rienc

Auvudes coefficients de variation obtenus
plus fidéle dans les hautes concentrations erotiies, hématies et bactéries. Ceci est en
concordance avec les études actuelles sur le mode liquide biologique &>tighavec les
CV donnés par le fournisseur qui baissent dans les valeurs hautes.

En outre, & comparaison des CV obtenus a ceuXadunisseur Sysmex® est discutable. En

effet, les CV cibles donnés par Sysmex® correspondent au module liquide biologique de

| o

fagon générale et ne différencigratsla nature du liquide biologique passébkud a ut o mat e .

notion de «CV a concentration falb» par exemple pour les leucocytes de Sysmex® est
normalement difféerente pou un L CR d 6 u nDelmémeula noton gelké¢ aur a |
niveau de décision cliniguechange en fonction de la nature duide biologique un LCR
auraun seuilenleucocye s signi ficatif beaucoup plus
par exemple.

Afin de comparer les CV obtenus de la facon la plus juste possible, nous avons uiilige les
fournisseur correspondanta o mb r e d GoRVéRIoneded experiencesnon pades
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CV fournisseur correspondant a deconcentration faible ou «au niveau de décision

cliniqueé . De plus, quand | e nombre do® ®ments d
nombr e &0 ® Rtneemus | ors de | 0 e xepp&ndreeconume, nou
comparatif l es CV avec | e nombre do6é® ®ment s
guand aucun CV né®tait renseign® pour | e non

Le coefficient de variation de 15%0our la concentration au seuil décisionnel endeytes

(10 leucocytes) pour le group€CR est discutable. Ce dernier se confirme aussi dans une
autreétude®* Ld6aut omate aur ai il5Uenacytesa de seauil, cenquid e + /
pourrait potentiedment impactela prise en charge générale du LARsain du laboratoire.

La reproductibilit®, r ®al i s®e par l e pas
satisfaisante et | 6ensemble des CV obtenus
obtenus pour les niveaux hauts en éléments sont maoipsriants que ceux des hiveaux
bas®*t out comme ceux observ®s pour SP®Cetbde | i
confirme la tendance observée des CV pour la répétabilité. La fidélitébdda ut o mat e e st
optimale pour en utilisation en routie et donc meilleure que son prédécesseur,
| 6 UF &80 .

2. Etendue de mesure
En deuxi me l i eu, nous avons veri fi® |
détermination de la limite de quantificatieet de linéarité permettintd 6 ®t a b | i r |l es

guantitaifs et semiquantitatifs de rendu de résultat.

Les limites de détection calculées pour les leucocytes, hématies et bactéries sont en
concordance avec cell es ®miorsdes hémpaties oul e f our
différence de 0,54 hématies est s@tee. Les limites de détection trouvées restent tout de
méme inférieures a celles retrouvées dans la bibliographie actuelle pour le méme module de
cetautomate*®®o u doaut r scecanutao mpad sdoi mpact sur | e
puisque la limi¢ de détection ne sera pas rendue pour un patient.

Les limites de quantification se révélent aussi proches de celles du fournisseur et de la
littérature pour ce mémmodule®*°¢ Nos données somtius précises que celles émises pour
| 6 U F % d&neé si nae méthode expérimentale reste magirécise que celle calculée.

La méthode expérimentale a été difficile a réaliser en termes de temps (expérience durant 5h)

et de la variation des élémentsaurcau de | 6exp®ri ence. Il a ®t®
dilutions justes pour correspondre exactemen
la plus précise, la limite de quantification pour chaque élément. La limite de quantification

calculeee | | e, s e b dypeadn dblans»rend Unbré@@ltatahiffté souvent inférieur
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a la fourchette émise de la LQ dans la méthode expérimentale. Nous avons défimites 3
de quantification en noukasant a la fois sur celles du fournisseuiisnaussi sur celles
obtenues par la méthode calculée et®kpi ment al e . Si |l es ® ®ment s
sont inférieurs a leurs limites de quantification respectives, le résultat sera riaféhieyr a
la limite de quantificatiom. Ce résultat noquantitatif pourra de facon simple étre paramétre
lorsdel a transmission du r®sultat de | 6UF4000 ¢
limite de quantification de chaque élémegudurrait étreégalement notifiée au médecin
prescripteur.

Les exgriences de linéarité soulignt le rendu de résultats flab pour les
leucocytes dans et alela du domaine de linéarité du fourniss®df Cette bonndinéarité
®t ait aussi observ®e avec | & module |iquide
Par précaution,um®s ul t at sup®rieur ~ | a Iliemictoec yde sl/ &
sera dilué. Pour le groupeCR nos expériences de linéarité se samtétées a 100
|l eucocphPbaslfebs exp®riences suppl ®mentaires
linéarité audessus de cette concentratiGour le rendu des séltats, nous considérerons
guodils sont fiables jusque 10000 | eucocytes/
la littérature®* grace aux données obtenyesir les autres liquides ®de nos expériences et
de leur moindre fréquence au quotidién. linéarité des hématies a été démontrée pour une
partie du domaine dbéanalyse (jusque 10000 h
rendu de r®sultat doénotpluside @m0 @eh ®dmatl iogy /qaule s
en effet, un résultasupérieur a cette limite sera rendu commek0 000 h ®@Méauti es/ ¢ |
n®anmoins pr°ter attenti on :ikaaffichedesrésultatebied 6 af f i
audela des limites dé i n®ar i t ® fi x®es. Un syst me dobal
|l UF4000 quand Il es | imites sup®rieures de |
pour les leucocytes, le techniciprocédera a une dilutioRour les hématies, un paramétrage
seraeffectué pour transmettre le résultat en squantitatif.

Léodryase de | 60® endue de mesure a permis di
gue de cadrer | es r®sultats analytiqgues reni

des résults fiables dans le domaine de linéarité vérifié.

3. Contamination
En troisieme lieu, nous avons testé la contaminatim-®c hant i | | ons de |
Coes®| @ment indispensable dans | 6utilisation

La contamination cellulaire obtenue avec les expériences est satisfaisante. Pour les

hématies |, nous | 6avons saidatsaig o seules0Behémate reentansfere
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doun i®clhamt”™ 100a0udauhePmaéeécesekest total ement n (
doi mpact clinique pour |l e patient omateers autr
module urie®® ou sur doautres aut divlagiqeed® > esant emodul e
concordance avec notre pourcentage de contamination.
Pour les leucocytes, le résultat est conforme par rapport aux données fournisseur et aux
r®sul tats bibl i ogrs@midieu dirguaménadistutaldes Enafiet, @ mat e
| a Suiteagkbudod umd $®mnh ace 100005 leuomaytesosontt e s/ ¢
susceptibles de passer dans | 6®chantillon s
les liquides biologiques se trouvant a la limite de leur seuil décisionnel, comme par exemple,
lesLCR. Un LCR cotenant7| eucocytes nbaura ni f danganu |l e |
| 6 ®t at act uel.SidelLCR fissuitp, sw & &dchine gasun liquide articulaire
contenant par exempl e, pl us 05bleucody@Dilond selae u c o c
donc pas pris en chge de la méme maniéreols proposonsahc ceux solutions suite au
passage dobébun |liquide tr s concentr® en |l euco
- le technicien | ance un r i n- ageassageede tebaut o
liquide tresconcentré (ce rincage dure 5 a 10 minutes)
- letechnicerpasse une cupule dbéeau physiol ogi qu:¢
| 6 e n sda sybtéme (durées minutes).
Dans tous | es cas, i ectionh. Ces@eur edhrdguemiedéad 6 e n't r
fait leur preuve pour corrigéa contamination microbienne avec le module utinee plus,
un syst me dobal arme est ®gal ement possi bl e
concentr® est pass®, estmélenchéeaateraes keshmicien b 6 U WA M
entreprendre cette actio@.et t e contamination cellul aire | e
dans la littérature pour le group€R**ou sur | e module 1iq¥f¥de bio
La contamination microbiemntestée avec des liquide®logiques contenant jusque
10000 bact®ries/ ¢l est tr s satisfaisante.
| 6aut omate apr s un | iquide fortement concer
la limite de quatification du fournisseurDe méme, les cultures de ces eaux fghygiques
sont toutes restées ®gat i ves N | 6exception de guatre
présentant une seule colonie bactérienne, nous soupgonnons une contamination des géloses
apes ensemencement. En effplusieurs arguments peuvent appuyer notre hypothese
[aut omate ne d®t(ec theacd Wa u rees / I8 axphy@otogiquesl es g
une seule btd de culture parmi les trois ensemencées pour les quatre eauxqujigaEs
est positive © une coloni e, | ewememn duceainidela n 6 a p

gélose, les cultures des autres eaux physiologiques faisant suite a un liquide biologique bien
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plus concentré en bactéries (par exem@@O0Obactéris / ¢ 1 ) s orett re®@datni,vdoD,a
macroscopique de la colonie ne correspgnd s | aspect macr 0SCOFgL
observées sur les cultures du liquide biologique positif. Nous audd@nstaliser une
identification par spectroéirie de masse decoloniessur les 4 géloses suspectestte
identification aurait été comparéelad i dent i fi cati on des col oni e
|l iqui des biologiques. Par manque de r ®acti vi
Les recommandations d&/smex®concernanta contamination micrabnnesont de0,05%.
Ce pour cenat g étre pafcaé apec notre technique de détermination de
contamination microbienne, technique de détermination qui est aussi recommandée par
SysmexE et | e guide SH GTA 14 du €&Q@GURrAC. L a
cette méthode de déterminatiavec le pourcentage.
Nous avons également montréd absence de ¢ o0ntadessnosdetl0000n mi cr
bact ®r i -defa/de tette cancentration, nous préconisons, par principerincage
supplémentaireolrel passage doébune cupule dbébeau physi ol
échantillon’®®Un syst me doal arme peut aussi °tre en
Ces donées de contamination cellulaire et microbiemuoriseraientie passage
initial du liquide bi ol ogi que esavantl 6 érasid menradc e ment . Cett
intéressantpour | a mi se en place dbéal gorithmes d®c
biologiques. En effetselon les prélevementke choix des géloses a ensemencer pdurra
soeffectuer abeenles donh®dJTF BdtGre® Holmele cocy t

leucocytaire?).

En résumé de ces trois points de vérification de méthodeiarglyte , | 6 UF4 000 |
de bonnes performancgmur le mode liquide biologiqueCes données attestent du bon

fonctionnene n t de | automate in vivo.

B. Comparaison de méthode

Nous avonsc o mpar ®, pour un ensemble dé®chant
résultats endus par | 6automate ~° diff®rentes tech
comparaison de méthode permettda réaliser si notre appareil tend a rendre des résultats
justes par rapport aux autres technigues et donc de pouvoir appréhendealissdioruten
routine. Ces essais permettent ®gal ement do

cette machineNous discuterons de ces données de comparaison par groupes de liquides.
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Léinterpr®tation de | 6ens e mlchague grapelda ¢ o my
l i quide doit se faire en accord avxaenmmeladi nce
comparamn du nombre de | eucocytes et doh®mati e
précédemment. Chaque résultat de chaque méthode doaiitétpgété avec cette incertitude
de mesure et not amment toutes | es vadeeur s g
mesure de la méthode manuelle est toujours plus élevée que celle automatisée et ces dernieres
sont toutes deux plus élevées dansJeleurs basses en éléments. Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer cette importante incertitude de mesure poutlukea® KOVA, comme la
grande variabilité inteopérateur a la distinction des cellules, un grand nombre de leucocytes
ou doéh®mantgérerla lgrtara deda cellule, le faible volume étudié, et le comptage
dé®l ®ment s extr apols®1lgoecomp petitgaré mlie multiplieation ul e s
par un facteur multiplicatif adapté selon la notice fournisseur). Il est donc impdréa@tv o i r
| 6esprit cette incertitude. Dans | 6exploita
utilisation e routine, deux notions peuvent étre envisagéagpremiéere étant la notion de
«zone grise> pour toutes les valeurs se trouvant aulsewiquant ici unrésultat douteux et
a repasser, peu valable dans la pratique courante en bactéridiagieuxeme étant la

notification au pr escr poortles valeursdae sewhdu renglantz o n e d

par exemple, lerésultatps ou moi ns | 6incertitude calcul ®
notions pourraient contribuer’ | 6 am®I irenduadeirésutat gan le laboratoire.
N®anmoins, | 6i mpact p ondiquidd adiculpiee torrespohdant &und € mo

arthiite septique aura un nombre de leucocytes biedetaidu seuil décisionnel. Par contre,
pour un LCR, une valeur enueocytes supérieure au sepiurrait influencersa prise en

chargeen prenant également en compte les autres arguments biologiquejeesli

1. LCR

Lébensemble des daea@Rt@edemdur Ilueg idrneswepe |l 0 UF400(

La comparaison des éléments leucocytes/hématies est satisfaisante.

Pour les leucocytes, les tests statistiques utilisés révelent une différence significative
entre la méthode manuelle (cellule de KOVA) et la méhadtomatisée (UF4000). Cette
di ff ® ence, ®gal ement constat®e pour | 6ensen
l e fait qubdune m®thode n®cessithatdddmni sy ]
automati s® compos ® tigaed. aLh getation tliréare wntrei lasf deuxma

méthodes est bien présente méme si le icoaft de corrélation est moydR = 0,51). Il
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existe un biais significati fangdlaktératird, cen 2 | ¢
dernier étant négligeable entleux méthodes. Il est également mis en évidence une erreur
proportionnelle la représentation logarithmique permet de visualiser cette erreur. A partir de

100 leucocytes, la différence des valeungraente entre les deux méthodes. Cette erreur,
€égalemensouvent constatée pour les autres groupes de liquides analysés, peut en partie étre
expliquée par la diminution de la précision du comptage en cellule de KOVA lors de fortes
concentrations en leucdcye s |l e d®compte doéunelélpargne et/
facteur multiplicatif, ce qui diminue la précision du décompte leucocytaire. Cette erreur
proportionnelle a peu doéinfluence sur | e ren
leucocytes/<cd ,ddileam c®&r idwaeendreldés ¥aletiry plua justes que n d

la KOVA : son volume de liquide analysé et compté est 600 fois supérieur a celui de la
KOVA.

Léanal yse du tabl eau de concor98%eantcedes de@xv | e
méthodes pour un seuil de 10 leudoay s lles discordances observées se situent autour de

la valeur du seuil et sont dues aux incertitudes de mesures propres de chaque méthode. La
présence de débris dans le LCR semble interférer bvec d ® compt e de | 6 UF
préconisons donc de ne ppasser les liquides contenant des morceaux ou des .débris
Léanalyse du tableau de concordance ~ | a val
discordances visualisées sont les m&ngele vu préédemment, le pourcentage de

concordance diminue justerpa | e n o mb r & andlys&noiles dininué. Damsitous

|l es cas, |l es cultures sont rest®es n®gatives
Le seuil d®ci si onnel Glmratdire pelt €tre discatgble.eEn éffet )| au
la plupart ds r ®f ®r ences bi bliographiques indiquen
pour le LCR** et une formule leucocytaire interprétable a partirld® | eucocyt es/ ¢l

| 6UF4000, -étréintéyessard detbaispee notre seuil de significatoutéen sachant

gud”™ <cette concentration, |l e coefficient de
| eucocytes/ ¢l dta dudmilt ee dte mrueamha fdeati on d
seraient nécessaires pour appuyer cette idée.

Paur les hématies, les tests statistiques révelent les mémes tendances que celles
observ®es avec | es | eucocyetagsantacellé,iplostioetan(Ri t ® ¢
= 0, 97). Un bi ai s déenviron 250 h®mrati es
proportionnelll e. Ce biais noest pas en conc
des valeurs plusasse$*®¢La dispersiondesvaler s entre | es m®t hodes s

100 hématies | 6i mpr ®ci si on de comgd@pgp@®manogmente a
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Pour les hématiesal pr ®ci si on de c olangiseanyaarge duppatientred ut i |
differe pas si le LCR contient 10 ol0Qh ® mat i e s . LOUF4000 apporte
plus juste que la cellulde KOVA, de par son volume de liquide analysé mais aussi par sa
précision de comptage lorsque le LCR est hématique ou hémorragique.

Nos donn®es <cytol ogi P@eant ep concordahce et m&me s ur

meilleures que celles obtenues avet U F 2°8¢ 0 .

La comparaisonalla formule leucocytaire esbus réserve.es analyses statistiques
révelent, aussi bien pour les cellules polynuclées et mononuclées, une diffé@eificative
entre |l e MGG et | 6UF4000. Un biais de 20% e
proportionnelle. Ce biais est en concordance avec la littérature aétuadkedeux méthodes
restent tout de méme statistiquement linéaides, i n t neodésée (R&0,57) dt 6 UF 4000
détectant légerement plus de cellules polynuclées que le MGG. Il est a noter que seulement
17 formules leucocytaires ont été comparées, la puissance des tests statistiques restant plus
fai bl e avec c¢ce molons.deseonmesriblipgeaphijde® mdnteent guarit
a elle une bonne corrélation (r =0,99) pour 16 échantittongparés?
Une concordance de 76,5% entre les deux méthodes est visubbséé.discordances
relevées mettent en évidence des inversions deufoe s en f aveur dobéune p
cellules polynucl ®es ~ | 6UF4000. El'l es peuv
cellules mononucl ®es entre | a r®alisation d
mauvaise différenciation des nuages mbints dans les diagrammes de dispersion. Avec
| 6analyse des diagrammes de dispersion et s
avant | 6anal yse de nos donn®es, i sembl er
deuxieme hypothése. En effet, ttee note de Réactovigilance relate la mauvaise
différenciation des nuages de points des MN et des PN pour les faibles valeurs en leucocytes
dans le mode STAT BF. Le probleme viendraie | 6 al gor i t hme infor
différenciation des nuages de pointsn$See probléme, la concordance serait de 94% entre
nos deux technique€es 4 discordances auraientpaientiellementin impact clinique sur le
patient: un LCR avec une formule prédominée par des cellules polynuclées et contenant plus
de 10 leucocytes aait orienté le clinioen vers une cause plutot infectieuSela correction
du Il ogiciel est effectu®e, | 6UF4000 sembl e

cellules polynuclées des cellules mononuclées.

La comparaison des bactéries au calesette étudevise a mettre en place un seuil

de bactériorachiesignificatif dans le LCR le seuil ainsi choisi devra avoir une bonne
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sensibilit®, mai s surtout une bonne valeur
facon certaine un LCR gsera négatif. La présence de bactériesi@a du seuil chsi devra

alors alerter etentnraier | a r ®@dlriesa teixoatmed&Ga pl UBCRIp ®c i f i ¢
réflexion générale doit tenir compte du nombre de leucscgéela formule leucocytaireles

résultats biochimiquest du contexte clinique.

En comparant le nombre de bactérike | 6 aut omate et l e r ®su
grande h®t ®r og®n®i t ® du nombr e poaraes GRAME ®r i es
rendus positifs et négatifDans les GRAM gsitifs, un GRAM rendu avec une semi
guantification «arese pr ®sent e plus de bact ®riedres | 6UF
nombreux». Ceci suggére soit la variabilité subjective dans la sgm@ntification, soit une
démultiplication dans le temps sleactéries entre la réalisation du GRAM et le passage sur
| 6UF4000 (qui a pu durer gquelques jours), so
de la bactérie. Cette derniére idée, émise déja dans le modul@*westea prouver par
doautriesacegsp®tLa pr®sence de bact®ries (>100(
GRAM négatifs peut étre expligegar la faible sensibilité du GRAM a la détection des
bactéries (positif a partir de 40FC/ml) mais aussi par la possibilité de démultiplicaties
bact ®ries entre | a r®alisation du GRAM et so
de comparaison avec | e GRAM, il néa pas ®t ®

La comparaison du GRAM avec la culture a permis de calculer,rmgedonnées, les
parameétres de sensibilité, spécificité, VPN et VPP du GRAM. La sensibilité avoisine les
67%. La VPN est quant a elle assez bonnmeedrouve aux alentours de 94%. Ces données
sont peutre surestimées au vu du faible échantillonnageGRRAM réalisés (seulement
19). Le but de cette expérience est de définir ces pourcentages pour que le seuil de
bactériorachiea choisir a une meilleure sensibilité et VPN que le GRAM. La bactériorachie
serdt réalisée en premiersi celleci est supérigre au seuil choisi, la réalisation du GRAM
seratef f ect u®e pour |l a visualisation de | a f o
distingue pas.

La comparaison des bact®ries de | 6UF4000
de bactériorachie. Leeuil de bactériorachie présentant la meilleure sensibilité et la meilleure
VPN correspond 4 0 b a c t: &rsensbdité et la VPN sont de 100%. La spécificité est
| ®g r ement moi ns bonne gue cell e du GRAM
bactérorachie dans la prise en charge du LCR, le GRgdMrrait rattrapecette différence.

Les données sur les leucocytes et les formules leucocytaires sont aussi en concordance avec
l e seuil c hoi sila plupart présente glost de rl0 Ewcdcgid®t sont

prédominés par des cellules polynuclées. Ceci est égaleorenidans ldittérature>*
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Léanal yse du contexte clinigqgue r®v |l e que |
plus de 10 bact ®r i es/avdc unehpgpepraéinataehiel dvec lae u c o c y
formule prédominée par les cellules polynuclées avaient eu une antibiothérapie préalable a

| 6 anal y s pousthouvonsERettted i d ®e que | GlgsFhdc®Emed méan®t ect e
mortes et donc non visibles a la cultur€oncenant les LCR posttraitement ils

appardi r ai ent comme positifs 7 | 0UF4:Cét@alestea au C
permettrait doorienter | e biologiste vers | a

Une culture négative avec une bactériorachie peut @ussisualisée par des LCR positifs a

Virus. Nous ne savons pas ° | 6 iz existe aact uel
|l 6UF4000. Déautres ®t udes seraient n®cessal
présence de bactéries supérieures au,semit enan't plus de 10 | euco

formule prédominée par les cellules polynuclées et une culture négative doit faire penser a un

virus. Dans ce cas, une PCR multiplex pourrait étre proposée (analyse virologique).

La comparaison des bactérislb UF4000 avec | a culture a auss
GRAM, |l a grande h®t ®  0g®n®i t® des bact®ries
Nous pensons que | 6UF4000 compte dif fi®r e mme

Nous observons quaescultures positives a rares Bacilles GRAM négatif avec un GRAM

négatif ont un décompte en bactéries 5 fois plus important que des cultures positives a assez
nombreux Cocci GRAM positif avectmeaux ESRAM p
GRAM négatifs que les GRAM positifs. Ceci serait confronter "’ doal
complémentaires

De plus, la visualisation du caractere GRAM + ou GRANES bactéries sur les diagrammes

de dispersion est constat® pour ce etteoupe

donnée peut étre aide a la lecture interprétative du GRAM.

Au vu de | 6ensemble des donn®es de compa
sugg®rons | e passage Ahnexe28(page slh)rse tiodve 6né 0 0 O .
proposition douwunelpaolugorliat hpmmei sde®ceins icohar ge du
algorithme est réalisé avec toutes les données obtenues pour lelé€Rucocytes, la
formule leucocytaire et la détection de bactérie. Une bactéhnierace doit pas étre
interprétéeseule. Le comixteclinique est toujours indispensable a la bonne prise en charge
du LCR au sein du laboratoir€et algorithme apportera différents éléments (bact@ries
Formule a prédominance de %PNlorsque la numération leucocytaire se trouvera dans la
zone rtwienade | 6aut omat e. Ces derniers per met"

réalisation ou non des examens complémentaires.
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Le volume de LCR requisst le facteur limitant de cet algorithni&en souventles LCR

sont de faibles volumes (kml): lepas age sur | 6 UFel0,0e0estpra quea ant 6
40C Ipour réaliser les examens supplémentatces mme | a d®t ecti on de
pneumocoquet la mise en culture. Ce volume étant alors insuffisant, nous précodeoes

faire aucun passage d«CR amoins de 1ml. Ceci étant, la récupération du fond de la cupule
apr s pr® vement de | 6automate pourrait °tr
Au-d el ~ de 1ml , |l 6UF4000 offre de belles opp

clinicienundiagnostt pr ®s ompti f beaucoup plus rapide ¢

2. Liquide articulaire

Léensemble des donn®es obtenues avec |l e 1|ig
UF4000 en routine.

(@)}

La comparaison du décompte dimscocytes et des héties par la méthode manuelle
et celle de | 6UF4000 est satisfaisante.

Pour les leucocytes, les résultats statistiquessaiigfaisants En ef f et |, I 6i r
la relation linéaire est bonne (R=0,97) mais les deux méthodes présenée différence
sign fi cative avec un biais doéenviron 3500 | el
les représentations graphiques, les valeurs se dispersent largerdeld de 1000 leucocytes

i néy aura donc paient pdiSguenhepsdudet significativitéiestu e p o

beaucoup plus bas. Ce biais important pour les deux méthodes est d0 a la différence obtenue
entre les deux méthodes dans les valeurs hautes et non pas dans les valeurs basses.
L6i mpr ®ci si on dcecytes aenlp K@V elan ldseliquidds articulaires trés
concentr ®s pourrait °tre | 6explication. De n
de la dilution effectuée sur tous les liquides articulaires. Cette derniére a été effectuée aussi
bien lors di comptage en cellule e KOVA ou du passage sur I
multiplicatif de la dilution pourrait étre difféerent entre la méthode manuelle et automatisée.

Dbautres ®tudes seraient n®cessaires pour Vv

| 4000 prend un volume i en sup®rieur 7 |l a cellule de k
volume.En KOVA et surtout avec des liquides trés concentrés, 7¢@0e 1 ¢ | est cor
cequientraie une marge doéi mpr ®ci sion I mportante.

En dehors des données statistiques, le test de concordance apporte 95% de concordances. Les
8di scordances observ®es se trouvent séit au

pour un échantillon hématiquseoit sont dues a des erreurs automate quand le prélevement
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contient des débris ou des cristaux. La présence de débris ou de cristaux surestimerait la
présence de leucocytes par rapport a la cellule de KOVA. Ceci est & étagev ec dodaut

études. Le tauxie concordance a la valeur du seuil est Iégememmins important mais

ndemer gp'as dob6i mpact clinique puisque | densel
Comme vu pr® c®demment , i e dncertiiude pleomesueerdé d e
| aatemet |l a m®t hode manuell e pour | 0interp
expliqu®es par | 6incertitude de mesure des d

La comparaison des hématies montre aussi une différencgcsitive entre les deux
méthods, avec un biais important de 3100 hématies et une erreur proportionnelle. Le biais
est bien plus important ¢ &%maispedt e expliqué pao uv ®
les di ff®rentes causgesaladcélulende KOMACepemdhe by ade com

bien une relation l' i n®aire entre | es deux
statistigues montrent une large dispersion des valewdseall © de 1000 h®mat i e:
donc pas doi ndpesultat. sur | e rendu

Malgré des testsatt i st i ques non satisfaisants, | 6

pour la cytologie automatisée pour les liquides articulaires peut étre emvisagé 6 e n s e mb |
des diff®rences ndont pasdugpatiendebne ochprgentdass ur | €

diagnostic retenu.

Les données de comparaison de la formule leucocytaire sont concluantes. Un taux de
concordance de 89% est observé avec seulement 10 formules discordantes. Ces discordances
sont expliquées. Les données désultats anatomopathologigoenfortent le plus souvent
|l es formules de | 6UF4000. Seules 2 formules
comparai son avec | 6anat omopat hol ogi e, ces
probleme analytique de6lUF 4 000 de ma u voa idesenuages ddn®tee nci a
diagrammes de dispersidBans ce probléme analytique, la concordance aurait été de pres de
94%. Les données statistiques sont aussi concluanteg a un biais de 5% entre les
méthodes et la relatn linéaire est bien présenteed deux méthodes présentent toujours une
differ ence significati ve,asbidén ndd aemcre®asluirt @ ee |

Les résultats des décomptes sepmntitatifs ne sont pas concluants entrediesc
meéthodesLa subjectivite ded o p ®r at eur | or s de c ePare@omempt e b
s 0y & peu de leucocytes, le techait aura tendance sousestimerle résultat semi
qguantitatifdu %PN ou du %MNL 6 UF 4000 p o ur r ume expdideodnjectiveadp por t e |
la formule en semquantitatifpour les liquidesavec une numeération leucocytaire inférieure

au seuil décisionneles résultats seraient ainsi uniformisés. Amexe24 (page 18), un
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