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1. UTILISATION

Les BD Trucount™ Tubes sont utilisés
pour déterminer les numérations absolues
de leucocytes dans le sang.

Les BD Trucount™ Tubes sont congus
pour étre utilisés avec des produits de dia-
gnostic in vitro, tels que les réactifs

BD Tritest™, et un cytométre en flux
convenablement équipé. Les

BD Trucount™ Tubes peuvent étre utilisés
avec le BD FACS™ Loader.

2. PRINCIPES DE LA METHODE

Les procédures décrites dans ce mode
d'emploi s’appliquent aux applications
d’immunophénotypage. Pour d'autres
applications, consulter le mode d'emploi
du produit correspondant.

Ajouter le réactif anticorps monoclonal
adéquat et le sang total directement dans
le BD Trucount™ Tube. Le culot lyophi-
lisé dans le tube se dissout, libérant ainsi
un nombre connu de billes fluorescentes.
Lors de I'analyse, il est possible de déter-
miner le nombre absolu de cellules posi-
tives contenues dans I'échantillon (cel-
lules/pl) par comparaison des événements
cellulaires et des événements de billes. Si le
logiciel approprié, tel que BD Multiset™,
est utilisé, c'est lui qui déterminera les
numérations absolues. En cas d’analyse
manuelle des données a I’aide d’un logiciel
tel que BD CellQuest™ Pro, diviser le
nombre d’événements cellulaires positifs
par le nombre d’événements de billes, puis
le multiplier par la concentration de billes
BD Trucount™.



3. REACTIF

Chaque boite contient deux sachets.
Chaque sachet contient

25 BD Trucount™ Tubes, permettant
d'effectuer 25 tests.

Précautions
e Réservé au diagnostic in vitro.

e Les BD Trucount™ Tubes sont congus
pour étre utilisés avec une procédure
spécifique de lyse sans lavage. Pour la
numération absolue, préparer et analy-
ser les échantillons dans les
BD Trucount™ Tubes. Ne pas transférer
les billes dans un autre tube. La présence
de protéines, comme les protéines
sériques contenues dans le sang total, est
nécessaire au bon fonctionnement des
billes BD Trucount™ pour la numéra-
tion absolue.! Suivre le mode d'emploi
du test lors de la dilution des échantil-
lons. Ne pas tenter de fixer le seuil sur la
lumiére diffractée aux petits angles
(FSC) pour la collecte des données. Ne
pas retirer la piece de retenue métallique
du BD Trucount™ Tube.

e Ilincombe a |'utilisateur de valider toute
autre méthode ou utilisation.

e L'ajout d'un volume précis de sang est
essentiel pour parvenir au résultat sou-
haité. Les pipettes doivent étre étalon-
nées de manieére a distribuer exactement
50 ul d'échantillon. Si cette pipette ou
une pipette de type similaire n'est pas
utilisée, employer la technique de pipe-
tage inverse (voir Pipetage inverse a la
section 6 pour une bréve description).
Pour plus d'informations, consulter les
instructions du fabricant de la pipette.

e S'assurer toujours d'utiliser le nombre
de billes provenant du lot de
BD Trucount™ Tubes employé lors de
la saisie de cette valeur dans le logiciel

ou du calcul manuel d'une numération
absolue. Il est essentiel d'utiliser le
nombre correct de billes pour détermi-
ner un nombre de cellules. Ne pas
mélanger différents lots de tubes pour le
méme test.

e Stocker les BD Trucount™ Tubes
dans leur sachet d'origine, a une
température comprise entre 2 °C et
25 °C. Pour éviter la formation de
condensation, ouvrir le sachet
uniquement apres l'avoir porté a
température ambiante et le refermer
immédiatement aprés le retrait d'un
tube. Un sachet non ouvert reste
stable jusqu'a la date de péremption
indiquée sur 'emballage. Ne pas
ouvrir le sachet et utiliser les tubes au-
dela de cette date de péremption.
Utiliser les tubes dans I'heure qui suit
leur retrait du sachet. Utiliser les tubes
restants dans le mois suivant
'ouverture du sachet.

AVERTISSEMENT  Tous les échantillons
biologiques et les matiéres avec lesquelles
ils sont entrés en contact sont susceptibles
de constituer un danger biologique. Ils
doivent étre manipulés comme des
matiéres pouvant transmettre une infec-
tion23 et leur mise au rebut doit étre effec-
tuée en prenant les précautions conformes
aux réglementations applicables. Ne
jamais pipeter a la bouche. Porter des
lunettes, des gants et des vétements de
protection appropriés.

La solution BD FACS™ Lysing Solution
est obligatoire et contient du diéthyléne-
glycol et du formaldéhyde. Pour obtenir
des mises en garde, consulter le mode
d'emploi de BD FACS™ Lysing Solution.



4. APPAREILS

Les applications BD Trucount™ sont
congues pour les cytomeétres en flux équi-
pés du matériel et des logiciels informa-
tiques appropriés. Le cytométre en flux
doit étre capable de détecter la fluores-
cence tricolore, la lumiére diffractée aux
petits angles (FSC) et la lumiére diffractée
aux grands angles (SSC). Nous recom-
mandons le cytométre en flux

BD FACSCalibur™; il est toutefois égale-
ment possible d'obtenir des résultats sur
d'autres plateformes. Pour obtenir des
informations relatives aux limitations spé-
cifiques a un appareil, consulter le mode
d'emploi du réactif correspondant. Le
BD FACS™ Loader peut également étre
utilisé avec ce produit. BD a développé le
logiciel BD Multiset™, a utiliser avec des
réactifs spécifiques et des BD Trucount™
Tubes, qui calcule automatiquement les
numérations absolues. Cependant, il est
également possible d'utiliser un logiciel,
tel que BD CellQuest™ Pro pour I'acqui-
sition et |'analyse des données, et de calcu-
ler manuellement les numérations abso-
lues.

5. PRELEVEMENT ET PREPARATION
DES ECHANTILLONS

Prélever du sang de maniére aseptique par
ponction veineuse®5 dans un

BD Vacutainer® EDTA Blood Collection
Tube (tube de prélevement sanguin) stérile
(capuchon lavande). Respecter les instruc-
tions du fabricant du tube de prélévement
pour connaitre le volume minimum de
sang a prélever. Conserver le sang anticoa-
gulé a température ambiante (entre 20 °C
et 25 °C) jusqu'a ce qu'il soit prét pour le
marquage.

6. PROCEDURE

Réactif fourni

Les BD Trucount™ Tubes (n° de référence
663028), a usage unique, contiennent un
culot lyophilisé de billes fluorescentes.

Réactifs et matériel requis mais non fournis
e BD FACSComp™ Beads

Pour plus d'informations sur le pro-
duit BD FACSComp™ spécifique a
votre application, se reporter au cata-
logue des produits.

 BD FACS™ Lysing Solution (10X),
100 ml (n° de référence 349202)

Pour obtenir des instructions et des
mises en garde relatives a la dilution,
consulter le mode d'emploi de

BD FACS™ Lysing Solution.

e FEau (distillée ou désionisée) de qualité
réactif
e BD Vacutainer® EDTA Blood Collec-

tion Tubes (tubes de prélevement san-
guin) ou équivalents

e Agitateur vortex
*  Micropipette avec embouts

e Distributeur en vrac ou multipipette
(450 pl) pour distribuer la BD FACS™
Lysing Solution

e Liquide de gaine BD FACSFlow™
Sheath Fluid (n°® de référence 342003)
ou équivalent

e  Controdles BD Trucount™ (n° de réfé-
rence 664343)

Marquage des cellules

Marquer des échantillons de sang total
conformément aux instructions figurant
dans le mode d'emploi du réactif employé.
Lyser les globules rouges aprés les avoir
marqués a I'aide de (1X) BD FACS™



Lysing Solution diluée. Veiller a protéger
les tubes contre la lumiére directe. Effec-

tuer le marquage a température ambiante
(entre 20 et 25 °C).

Pipetage inverse

La précision du volume de sang total est
essentielle. Si une pipette qui distribue un
volume précis de sang n'est pas utilisée,
employer la technique de pipetage inverse.
Cette technique met a profit deux butées
dans une pipette.

e Pour le pipetage normal, appuyer sur le
piston de la pipette jusqu'a la premiére
butée, le relicher pour aspirer I'échantil-
lon, puis I'enfoncer a nouveau jusqu'a la
premiére butée pour expulser |'échantil-
lon.

e Pour le pipetage inverse, appuyer sur le
piston de la pipette jusqu'a la deuxieme
butée, le relicher pour aspirer I'échantil-
lon dans I'embout, puis I'enfoncer
jusqu'a la premiére butée pour expulser
un volume précis d'échantillon en lais-
sant un excédent d'échantillon dans
l'embout.

Marquage
Pour obtenir des instructions détaillées sur

la préparation de I'échantillon, consulter
le mode d'emploi du réactif employé.

1. Pour chaque échantillon clinique, éti-
queter un BD Trucount™ Tube avec le
réactif et le numéro d'identification de
P’échantillon.

REMARQUE Avant |'utilisation, vérifier
que le culot de billes BD Trucount™
est intact et se trouve en dessous de la
piece de retenue métallique, au fond
du tube. Si ce n’est pas le cas, jeter le
BD Trucount™ Tube et le remplacer
par un autre.

2. Pipeter 20 pl du réactif correspondant
jusqu'au niveau juste au-dessus de la
piéce de retenue en acier inoxydable.
Ne pas toucher le culot.

3. Pipeter 50 pl de sang total anticoagulé
bien homogénéisé sur la paroi du tube,
juste au-dessus de la piéce de retenue.

REMARQUE Eviter d'étaler le sang vers
le bas sur la paroi du tube. Le sang
total qui reste sur les parois du tube ne
sera pas marqué par le réactif.

L'exactitude est essentielle. Utiliser
une pipette électronique BD ou
employer la technique de pipetage
inverse pour pipeter I’échantillon sur
la paroi du tube, juste au-dessus de la
piéce de retenue.

4. Reboucher le tube et le vortexer dou-
cement pour mélanger. Laisser incuber
pendant 15 minutes dans I'obscurité, a
température ambiante (entre 20 et
25 °C).

5. Ajouter 450 pl de BD FACS™ Lysing
Solution 1X dans le tube.

6. Reboucher le tube et le vortexer dou-
cement pour mélanger. Laisser incuber
pendant 15 minutes dans l'obscurité, a
température ambiante. L'échantillon
est maintenant prét a étre analysé sur
le cytometre en flux.

Cytométrie en flux

Pour obtenir des instructions spécifiques,
consulter le mode d'emploi du réactif
employé. Vortexer soigneusement les
échantillons, a faible vitesse, afin de sus-
pendre a nouveau les billes et de diminuer
les agrégats de cellules avant de les analy-
ser sur le cytométre en flux.6 En cas d'uti-
lisation du BD FACS™ Loader pour
l'acquisition, vortexer immédiatement les



tubes avant de les placer dans le carrousel
du Loader. Effectuer I'acquisition et I'ana-
lyse en mode liste a l'aide du logiciel
approprié.

Nous recommandons d'utiliser des
Calibrite beads et un logiciel approprié,
tel que BD FACSComp™, version 2.0 ou
ultérieure, pour régler les tensions du tube
photomultiplicateur (PMT), régler la com-
pensation de fluorescence et vérifier la
sensibilité de 1'appareil avant 'utilisation.

Avant d'acquérir les échantillons, ajuster
le seuil afin de limiter les débris et s'assu-
rer que les populations d'intérét sont
incluses. Les figures 1, 2 et 3 présentent un
exemple d'utilisation de BD Trucount™
Tubes avec le réactif BD Tritest™ CD3/
CD4/CD45.

Si un logiciel BD calculant automatique-
ment les numérations absolues de cellules
n'est pas utilisé, il est possible d'obtenir la
numération absolue de la population cel-
lulaire (A) en divisant le nombre d'événe-
ments cellulaires positifs (X) par le
nombre d'événements de billes (Y), puis
en multipliant par la concentration de
billes BD Trucount™ (N/V, ou

N = nombre de billes par test” et

V = volume du test). A = X/Y x N/V

Fenétrer la population de lymphocytes (2)
sur un dot-plot FL3 vs SSC. Obtenir
ensuite le nombre d'événements dans le
quadrant ou la région contenant la popu-
lation de cellules sur un dot-plot FL1 vs
FL2 fenétré (voir figure 2). Obtenir le
nombre d'événements dans la région des
billes de numération absolue (1) sur un
dot-plot FL1 vs FL2 non fenétré (voir
figure 3).

* Cette valeur est indiquée sur I'étiquette du sachet
de BD Trucount™ Tubes et peut varier d'un lot a
un autre.

Figure 1 Dot-plot FL3 (CD45) vs SSC

CD 45 PerCFP

Figure 2 Dot-plot FL1 vs FL2 fenétré

FLZ (CD4 PE)

FL1 {CD3 FITS)

Figure 3 Dot-plot FL1 vs FL2 non fenétré

Pl

FL2 (CDd PE)

FL1 {CD3 FITO)



Contréle qualité

Analyser chaque jour un échantillon
contréle prélevé sur un sujet adulte sain
afin d’optimiser les réglages de ’appareil
et d’effectuer un contréle de qualité du
systéme.S

Inspecter visuellement le dot-plot CD45 vs
SSC. La population lymphocytaire doit
apparaitre sous la forme d'un cluster com-
pact et brillant avec un faible SSC. Les
monocytes et granulocytes doivent égale-
ment apparaitre sous forme de clusters
distincts. Ne pas continuer |'analyse si les
populations sont diffuses et que les clus-
ters ne sont que peu ou pas séparés.

7. CARACTERISTIQUES DES
PERFORMANCES

Les performances ont été déterminées par
comparaison avec le systéme

BD FACSCount™. Ces résultats obtenus
avec BD Tritest™ CD3/CD4/CD45 sont
représentatifs de ceux obtenus avec
d'autres réactifs de phénotypage pour dia-
gnostic in vitro. Se reporter au mode
d'emploi des réactifs employés pour plus
de détails.

Exactitude

Du sang total a été marqué a l'aide du
réactif BD Tritest™ CD3/CD4/CD435 dans
des BD Trucount™ Tubes, puis a été
acquis et analysé avec le logiciel

BD CellQuest™ Pro. Deux échantillons de
chaque prélévement ont été marqués et
analysés en paralléle a 1'aide du systeme
BD FACSCount™. Les données ont été
analysées pour déterminer les différences
moyennes entre les résultats obtenus avec
BD Tritest™/BD Trucount™ et ceux obte-
nus avec BD FACSCount™. Les résultats
sont présentés sur les figures 4 et 5, et
dans les tableaux 1 et 2.

Figure 4 Résultats de BD FACSCount™ vs résultats de
BD Tritest™/BD Trucount™
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Figure 5 Résultats de BD FACSCount™ vs résultats de
BD Tritest™/BD Trucount™
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Tableau 1 Analyse de régression : BD Tritest™
CD3+ (cellules/pl) vs BD FACSCount™ CD3+

Limite infé- | Limite supé-
rieure de rieure de
Estimation | lintervalle |[lintervallede
du para- | de confiance | confiance de
Paramétre metre de 90 % 90 %
Y-intercept -7,0 -28 14
Pente 1,03 1,01 1,04

r=0,99;n=197




Tableau 2 Analyse de régression : BD Tritest™
CD3+CDA4+ (cellules/pl) vs BD FACSCount™

CD3+CD4+
Limite supé-
Limite infé- | rieure de
rieure de I'intervalle
Estimation | I'intervalle de
du para- | de confiance | confiance
Paramétre metre de 90 % de 90 %
Y-intercept 1,2 -6,7 9,1
Pente 1,04 1,03 1,06
r=0,99;n=199

Précision

Une étude portant sur dix réplications de
trois échantillons (bas, moyen et haut) a
été menée pour évaluer la reproductibilité.
Les résultats sont présentés dans le
tableau 3.

Tableau 3 Reproductibilité : BD Trucount™ avec
BD Tritest™ CD3/CD4/CD45

Echantillon | n |Sous-ensemble | Moyenne | %CVa
Bas 10 |CD3+ 704 7,0
CD3+CD4+ 371 7,1
Moyen 10 |CD3+ 1897 4,1
CD3+CD4+ 1352 3,9
Haut 10 |CD3+ 2716 4,4
CD3+CD4+ 2034 42

a. CV = coefficient de variation

Des études de précision ont également été
menées sur trois sites cliniques externes
pour évaluer la reproductibilité intra-
échantillon de la numération absolue pour
des échantillons normaux et anormaux.
Pour chaque échantillon, trois aliquotes
de sang total ont été marquées par des
réactifs BD Tritest™ dans des

BD Trucount™ Tubes. Des exemples de
résultats sélectionnés de maniére aléatoire
pour des sujets individuels sont présentés
dans le tableau 4.

Tableau 4 Exemples représentatifs de CD3/CD4/
CD45 avec BD Trucount™ (cellules/ul, n = 3)

Tableau 4a: Site 1

Moyenne Moyenne
CD4 ETa  [%CVb |CD3 ETa  |%CVb

Bas 10,0 3,8 38,4 |287 3,9 |14

209 11,1 (5,3 1206 21,3 |1,8

427 322 (75 [3051 [181,2(59

Moyen [502 34,6 16,9 |1784 97,5 5,5

701 16,6 |24 [926 15,5 (1,7

961 102,1 (10,6 |3 319 [252,9]7,6

Haut |1129 (42,7 |3,8 2184 |71,3 |3,3

1142 |45,1 |40 (1925 80,8 (4,2

a. ET = écart type
b. CV = coefficient de variation

Tableau 4b : Site 2

Moyenne Moyenne
D4 ETa [%CVb (CD3 ETa  |%CVb
Bas 86 7,6 (8,9 |768 29,5 |3,8

266 246 (92 1047 53,5 |51
422 233 5,5 3533 [247,6 |7,0
Moyen |517 12,3 24 (1083 |70 |06
689 27,7 |40 [1623  [126,5 |7,8
903 454 |50 1589 [67,6 |43

Haut |1197 93,4 |78 |2254 |149,8 |6,6

1201 37,4 3,1 1758 ]40,5 |2,3

1363 66,7 14,9 12330 115,5 |5,0

a. ET = écart type
b. CV = coefficient de variation



Tableau 4c : Site 3

Moyenne Moyenne

b4 ETa  |%CVb|CD3 ETa  |%CVbk
Bas 10 1,0 10,4 |267 10,5 14,0

49 32 |64 |1385 80,2 |5,8

236 11,7 [5,0 |1748 |466 [2,7
Moyen |715 16,8 |23 [2214 [642 [2,9
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Sur ces sites cliniques, l'intervalle des CV
pour les cellules CD3+ observé pour tous
les échantillons a été de < 1 % (numéra-
tion de 1 083 cellules/pl) a 13 % (numéra-
tion de 187 cellules/pl). L'intervalle des
CV pour les cellules CD3+CD4+ observé
pour tous les échantillons a été de < 1 %
(numération de 271 cellules/pl) & 80 %
(numération de 24 cellules/pl).

Se reporter au mode d'emploi du réactif
employé pour plus d’informations sur les
performances spécifiques du réactif.

GARANTIE

Sauf mention contraire indiquée dans toute
condition générale BD de vente aux clients exté-
rieurs au territoire des Etats-Unis, la garantie
suivante s’applique a I’achat de ces produits.
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