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1. UTILISATION

Le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 avec BD Trucount™ Tubes est un réactif d'immunofluorescence directe a
trois couleurs utilisable avec un cytométre en flux BD FACSLyric™ afin d'identifier et d’évaluer les
pourcentages et numérations absolues des sous-populations CD4 et CD8 de lymphocytes T ainsi que la
numération absolue de lymphocytes T CD3+ dans le sang périphérique.

Les BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 peuvent étre utilisés avec le BD FACS™ Universal Loader.

Applications cliniques

La détermination des pourcentages ou du nombre absolu de lymphocytes T CD3"CD4" est utilisée pour le suivi

des personnes atteintes du virus de 'immunodéficience humaine (VIH). Les personnes VIH+ présentent

fréquemment une baisse progressive de la numération des lymphocytes T CD3'CD4" & mesure que I'infection
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progresse.

La détermination des pourcentages de lymphocytes T CD3'CD4" ou CD3'CD8" ou des numérations absolues
de lymphocytes T CD3", CD3"CD4", ou CD3°CD8" est utilisée pour caractériser ou contréler certaines formes
d'immunodéficience et de maladies auto-immunes.'”

2. RESUME DU TEST

Le sang périphérique humain contient trois types de lymphocytes : les lymphocytes T, B et NK. Ils ont des
fonctions biologiques distinctes et peuvent étre identifiés par des différences dans I'expression des antigénes
de surface.

Les sous-populations de lymphocytes T et B spécifiques aux antigénes jouent des réles différents dans la
réponse immunitaire adaptative. Les lymphocytes T auxiliaires/inducteurs sécrétent des cytokines qui aident a
réguler 'activité d’autres lymphocytes T ainsi que des lymphocytes B. Les lymphocytes T
suppresseurs/cytotoxiques suppriment l'activité d’autres lymphocytes T ou reconnaissent et lysent les cellules
infectées ou anormales.

Le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 avec BD Trucount™ Tubes est un réactif quantitatif destiné a étre utilisé
par les professionnels de laboratoire pour l'identification et la numération des sous-populations de
lymphocytes T suivantes :

e Lymphocytes T CD3*
e Lymphocytes T auxiliaires/inducteurs CD3*CD4*
e Lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques CD3*CD8*



L’acquisition des échantillons peut étre automatisée a I'aide du BD FACS™ Universal Loader lorsqu'’il est utilisé
avec le cytométre en flux BD FACSLyric™. Ce test n'est pas destiné a une préparation d’échantillon
automatisée. L'analyse des données peut étre effectuée a l'aide d’'un modéle prédéfini et d’un fenétrage
automatisé, qui peut étre ajusté manuellement par l'utilisateur, si nécessaire.

Principe de fonctionnement

Le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 est composé de trois anticorps monoclonaux, chacun conjugué a un
fluorochrome spécifique. Le réactif et un volume précis de sang périphérique sont ajoutés a un BD Trucount™
Tube et incubés, permettant a chaque anticorps monoclonal du réactif de se lier a un antigéne spécifique a la
surface des cellules. Le BD Trucount™ Tube contient un culot lyophilisé de billes fluorescentes. Pendant
l'incubation du réactif et de I'échantillon, le culot de billes se dissout, libérant un nombre connu de billes
fluorescentes, qui se distinguent des cellules par leur intensité de fluorescence. Apreés l'incubation, la

BD FACS™ Lysing Solution est ajoutée pour lyser les globules rouges dans I'échantillon. Les cellules sont
acquises sur le cytométre en flux BD FACSLyric™ en utilisant I'application BD FACSuite™ Clinical et le module
de test BD Tritest™. Lors de I'acquisition, les cellules défilent devant le faisceau du laser et diffractent la
lumiére laser. Les cellules marquées émettent alors une fluorescence. Ces signaux de diffraction et de
fluorescence, détectés par I'appareil, fournissent des informations concernant la taille de la cellule, sa
complexité interne et l'intensité de sa fluorescence relative. Les réactifs BD Tritest™ utilisent le déclenchement
de fluorescence, qui permet le fenétrage de la population lymphocytaire par fluorescence directe afin de
réduire la contamination par les érythrocytes nucléés ou non lysés dans la fenétre. L'application BD FACSuite™
Clinical détermine les numérations cellulaires absolues en comparant les événements cellulaires aux
événements des billes, et rapporte le nombre absolu de cellules dans le rapport de laboratoire.

Pour le principe de fonctionnement du cytométre en flux BD FACSLyric™, consulter les Instructions d’utilisation
du systéeme BD FACSLyric™.

3. REACTIF

Composition du réactif

Le réactif contient les anticorps conjugués suivants :

Tableau 1 Composition du réactif

Anticorps Fluorochrome Clone Isotype Concentration (pg/ml)
D3 PerCP Sk7** I9G k 6,25
CD4 FITC Sk3%7# IgGq k 1,0
D8 PE sk1®7 I9G k 1,5

Le CD3 (SK7) reconndit la chaine epsilon du complexe formé par 'antigéne CD3 et le récepteur des cellules T
(TCR). L’antigéne CD3 est exprimé par les lymphocytes T et est lié de fagon non covalente au TCR a/f3 ou
y/éS.10 Le CD3 réagit peu avec les autres populations de cellules."

Le CD4 (SK3) reconndit un antigéne qui entre en interaction avec les molécules de classe II du complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) et est le récepteur principal du VIH."*" L’antigéne CD4 est présent sur les
lymphocytes T auxiliaires/inducteurs et est faiblement exprimé a la surface des monocytes et dans leur

10
cytoplasme.

Le CD8 (SK1) reconnait un antigéne qui entre en interaction avec les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe I, entrainant une adhésion accrue entre les lymphocytes T CD8" et les
cellules cibles et une amélioration de I'activation des lymphocytes T au repos.m’”"16 L’antigéne CD8 est présent



sur les lymphocytes T suppresseurs/cytotoxiques. Le CD8 reconnait également une sous-population de
lymphocytes NK."”

Précautions

e Le réactif doit étre clair. Ne pas utiliser le réactif en cas de modification de 'aspect. L'apparition d’'un
précipité, d’'un aspect trouble ou un changement de couleur est caractéristique d’'une instabilité ou d’une
dégradation.

e Le réactif anticorps contient de I'azide de sodium comme agent conservateur. Toutefois, prendre soin
d’éviter les contaminations microbiennes qui peuvent fausser les résultats.

e Calibrer les pipettes afin de distribuer exactement 50 pl d’échantillon ou utiliser la technique de pipetage
inverse (voir Pipetage inverse, page 5). Pour plus d'informations, voir les instructions du fabricant de la
pipette.

* Le nombre de billes varie en fonction du lot de BD Trucount™ Tubes. Lors de la saisie de cette valeur dans le
logiciel ou du calcul manuel des numérations absolues, il est indispensable d’utiliser le nombre de billes
affiché sur le lot actuel de BD Trucount™ Tubes. Ne pas mélanger différents lots de BD Trucount™ Tubes
pour la méme analyse.

e Les BD Trucount™ Tubes sont congus pour étre utilisés avec une procédure spécifique de lyse sans lavage.
Ne pas tenter de fixer le seuil sur la lumiére diffractée aux petits angles (FSC) pour la collecte des données.

e Certains échantillons peuvent présenter un artefact dans le cytogramme CD4 FITC-A vs CD8 PE-A.
L'artefact se présente sous la forme d’'une population longeant la diagonale dans I'angle inférieur droit du
quadrant CD4—CD8+. Nous recommandons d’ajuster la région du quadrant de maniére a exclure I'artefact
du quadrant CD4-CD8+.
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e Consulter le site regdocs.bd.com/regdocs/sdsSearch pour télécharger la fiche de données de sécurité.

Stockage et manipulation

e Conserver le réactif entre 2 °C et 8 °C. Le réactif dans des flacons ouverts ou non reste stable jusqu'a la
date de péremption indiquée sur I'étiquette. Ne pas utiliser aprés cette date de péremption.

¢ Ne pas congeler le réactif ou I'exposer a la lumiére directe pendant le stockage ou l'incubation avec des
cellules. Conserver le flacon de réactif au sec.

e Conserver 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 aprés I'avoir porté a
température ambiante et le refermer immédiatement apreés le retrait d’'un tube. Ne pas retirer le sachet de
dessicatif du sachet. Utiliser les tubes dans I'heure qui suit leur retrait du sachet.

e Les BD Trucount™ Tubes dans un sachet non ouvert restent stables jusqu’d la date de péremption indiquée
sur 'emballage. Ne pas utiliser les tubes aprés la date de péremption.

* Dans une poche ouverte, les tubes sont stables pendant 1 mois aprés la date d’ouverture, lorsqu'’ils sont
conservés comme indiqué. Ecrire la date de la premiére ouverture du sachet dans I'espace prévu a cet effet
sur I'étiquette.

4. INSTRUMENT

Le systéeme BD FACSLyric™ est décrit dans le tableau suivant. Pour plus de détails, voir la documentation
utilisateur du réactif ou de I'instrument correspondant.


http://regdocs.bd.com/regdocs/sdsSearch

Tableau 2 Systéme BD FACSLyric™

N . . Logiciel de NN
Cytomeétre en flux Billes de calibrage configuration Logiciel d’analyse Module de test
BD FACSLyric™ BD® CS&T Beads Application Application BD Tritest™
BD® FC Beads 7-Color | BD FACSuite™ Clinical | BD FACSuite™ Clinical
Kit

Le BD FACS™ Universal Loader peut étre utilisé avec ce produit.

5. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

* Prélever des échantillons de sang aseptiquement par ponction veineuse dans un BD Vacutainer® EDTA
Blood Collection Tube (tube de prélévement sanguin) ou tube équivalent.’
Le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 avec BD Trucount™ Tubes peut étre utilisé avec des formulations
d’EDTA liquides et séches. Le réactif n’a pas été validé par BD Biosciences pour une utilisation avec des
anticoagulants liquides a I'’héparine ou a I'acide citrique-citrate-dextrose (ACD) lors de la détermination de
numérations absolues a l'aide de BD Trucount™ Tubes.

Le test nécessite 50 pl de sang périphérique par test. Nous recommandons de commencer avec un
minimum de 100 pl de sang pour tenir compte du volume excédentaire nécessaire pour effectuer le
pipetage inverse.

e Conserver des échantillons de sang a température ambiante (entre 20 °C et 25 °C).

e Marquer les échantillons dans les 48 heures suivant leur prélévement.

e Procéder a l'acquisition des échantillons dans les 6 heures suivant le marquage.
REMARQUE Si les échantillons sont marqués dans les 24 heures suivant le prélévement, ils peuvent étre
analysés plus de 24 heures aprés le marquage.

AVERTISSEMENT Tous les échantillons biologiques et les matiéres avec lesquelles ils sont entrés en contact
sont susceptibles de constituer un danger biologique. Les manipuler comme s'ils étaient susceptibles de
transmettre une infection'”*’ et leur mise au rebut doit étre effectuée 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 fixation est considérée comme inactivant le VIH.”!

Interférence

Les substances présentes dans I'échantillon peuvent interférer avec le test :

* Les échantillons prélevés auprés de patients sous médicaments immunosuppresseurs???* ou suivant un
traitement par anticorps monoclonaux?>?627.2.293% heyyent donner des résultats erronés.

¢ Les échantillons hémolysés peuvent interférer avec le test et doivent étre éliminés.>' Ne pas utiliser
d’échantillons patient précédemment fixés et conservés. Des échantillons de sang total réfrigérés avant le
marquage peuvent donner des résultats aberrants.

* Les cellules blastiques peuvent interférer avec les résultats du test.??

¢ Les prélévements lipémiques peuvent interférer avec le test.333

¢ L’albumine interfére a une absorbance maximale de 456 nm.*®
6. PROCEDURE

Réactifs et matériels

Réactifs et matériels fournis

BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 est fourni dans 1 ml de solution saline tamponnée avec < 0,1 % d’azide de sodium.
La quantité de réactif est suffisante pour effectuer 50 tests.



Le réactif est livré avec deux sachets de BD Trucount™ Tubes. Chaque sachet contient 25 tubes, permettant
d’effectuer 25 tests. Les tubes d usage unique contiennent un culot lyophilisé de billes fluorescentes.

Réactifs et matériels requis mais non fournis

e BD FACS™ Lysing Solution (n° de référence 349202)

La solution de lyse est fournie sous forme de concentré 10X et contient du diéthyléneglycol et du
formaldéhyde. Voir le mode d’emploi de la BD FACS™ Lysing Solution pour connaitre les précautions et les
avertissements.

e Tubes a essai jetables en polystyréne de 12 x 75 mm avec bouchon ou équivalents (en 'absence de

BD Trucount™ Tubes)

Vortex

Micropipette avec embouts

Distributeur en vrac ou multipipette (450 pl) pour distribuer la BD FACS™ Lysing Solution 1X

BD Multi-Check™ Control (n° de référence 340911, 340912, 340913)

BD Multi-Check™ CD4 Low Control (n° de référence 340914, 340915, 340916)

(Facultatif) BD Trucount™ Controls (n° de référence 340335)

(Facultatif) BD FACS™ Universal Loader

Dilution de la BD FACS™ Lysing Solution

Diluer le concentré 10X a 1:10 & température ambiante (entre 20 °C et 25 °C) avec de I'eau désionisée. La
solution préparée est stable pendant 1 mois si elle est conservée dans un récipient en verre ou en
polyéthyléne haute densité (PEHD) a température ambiante.

Pipetage inverse

Le pipetage doit étre précis en cas d’utilisation d’'un BD Trucount™ Tube. Utiliser une technique de pipetage
inverse pour ajouter I'échantillon au tube. Pour le pipetage inverse, appuyer sur le bouton de la pipette jusqu’a
la seconde butée. Relécher le bouton pour aspirer 'excés d’échantillon dans 'embout. Enfoncer le bouton
jusqu’a la premiére butée pour distribuer un volume précis d’échantillon, en laissant I'excés d’échantillon dans
'embout.

Réalisation du contréle qualité

Exécuter deux niveaux de matériau de contréle de processus (par exemple, BD Multi-Check™ Control et

BD Multi-Check™ CD4 Low Control) avant I'acquisition des échantillons des patients.36 Les produits de contrdle
doivent fournir des valeurs établies pour le pourcentage positif et les numérations absolues pour les
populations cellulaires concernées. Traiter les contréles comme les échantillons patients pour surveiller les
performances de I'ensemble du processus analytique. Cette opération est effectuée au moins une fois par jour
lors de la réalisation d’analyses patient.

Si nécessaire, utiliser BD Trucount™ Controls pour vérifier I'exactitude du pipetage et la valeur du nombre de
billes des BD Trucount™ Tubes.

Marquage des cellules

1. Pour chaque échantillon, retirer un BD Trucount™ Tube et I'étiqueter avec l'identification appropriée de
I'échantillon.
Nous vous recommandons de marquer les produits de contrdle, de les acquérir et de vérifier qu’ils ont réussi
avant de commencer a marquer les échantillons.
REMARQUE Vérifier que le culot de billes BD Trucount™ se trouve sous la piéce 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. Ne pas
transférer les billes dans un autre tube.

2. Pipeter 20 pl de réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 sur la paroi du tube.
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En cas d'utilisation d’'un BD Trucount™ Tube, pipeter le réactif sur la paroi du tube, juste au-dessus de la
piéce de retenue en métal sans toucher le culot de bille.

Pipeter 50 pl de matériau de contréle ou de sang total anticoagulé bien homogénéisé sur la paroi du tube.

En cas d'utilisation d’'un BD Trucount™ Tube, pipeter I'échantillon sur la paroi du tube, juste au-dessus de la
piéce de retenue en métal sans toucher le culot de bille.

REMARQUE S’assurer de bien mélanger les contrdles avant de les pipeter. Consulter le mode d’emploi de
BD Multi-Check™ Control ou de BD Multi-Check™ CD4 Low Control pour obtenir des instructions détaillées.

REMARQUE Utiliser la technique de pipetage inverse pour pipeter I'échantillon sur la paroi du tube, juste
au-dessus de la piéce de retenue. Voir la section Pipetage inverse, page 5. Eviter de faire couler I'échantillon
le long de la paroi du tube. Le sang total ou le matériau de contréle qui reste sur les parois du tube ne sera
pas marqué par le réactif, ce qui peut affecter les résultats.

Reboucher le tube et le vortexer doucement pour mélanger.

Laisser incuber pendant 15 minutes dans I'obscurité, a température ambiante (entre 20 °C et 25 °C).
Ajouter 450 pl de BD FACS™ Lysing Solution 1X au tube.

Reboucher le tube et le vortexer doucement pour mélanger.

Laisser incuber pendant 15 minutes dans I'obscurité, a température ambiante (entre 20 °C et 25 °C).
L’échantillon est maintenant prét a étre analysé sur le cytométre en flux. Procéder a 'acquisition de
I'échantillon dans les 6 heures ou les 24 heures aprés le marquage, en fonction de I'dge de I'échantillon.
Conserver I'échantillon marqué a température ambiante (entre 20 °C et 25 °C) dans l'obscurité jusqu’a
l'acquisition.

Acquisition de I'’échantillon

Avant de commencer :

1.

2.

Vérifier que les paramétres de référence du CQ de caractérisation (CQC) et de lyse/sans lavage n'ont pas
expiré.

Ajouter des lots de réactifs a la bibliotheque, si nécessaire.

Consulter les Instructions d’utilisation du systéme BD FACSLyric™ pour plus d’informations.

Effectuer quotidiennement le CQ de la performance (CQP) en utilisant BD® CS&T Beads.

Pour plus d’informations, consulter le mode d’emploi des BD® CS&T Beads et les Instructions d’utilisation
du systéme BD FACSLyric™.

Pour exécuter le test :

1.

w

Créer une liste de travail.

o Créer une téche Multi-Check™ Control pour chaque contrdle de processus exécuté.

o Créer une tache de test appropriée pour chaque échantillon patient exécuté.

Saisir les informations dans le tableau de la liste de travail.

Saisir I'ID du lot pour les BD Trucount™ Tubes et le nombre de billes, sur I'étiquette du sachet, dans la
colonne appropriée ((Trucount Lot ID (ID du lot Trucount) et Beads Per Pellet (Billes par culot),
respectivement)).

Exécuter les téches de contrdle sur la liste de travail.

Vortexer soigneusement chaque tube & faible vitesse immédiatement avant de I'acquérir.?’

REMARQUE En cas d'utilisation du BD FACS™ Universal Loader, vortexer les tubes immédiatement avant
de les placer sur les portoirs du Loader.

Aprés avoir acquis les échantillons de contréle, cliquer sur Stop Tube (Arréter le tube).

REMARQUE Cela suppose que le contréle du processus réussit. L'arréter pour vérifier, puis continuer avec
les échantillons d’'intérét. Si le contrdle de processus échoue, marquer de nouveau les échantillons et les



controles de processus car vous ne pouvez pas définir une discrimination si 'échec du contréle de processus
provient du marquage ou de l'instrument.

6. Examiner le rapport de laboratoire pour les contréles.

7. Inspecter visuellement le graphe CD3 PerCP-A vs SSC-A.
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La population CD3" doit apparaitre sous la forme d’un cluster compact et brillant avec un faible SSC. Ne
pas réaliser 'analyse si la population est diffuse et que les clusters ne sont que peu ou pas séparés.

8. Vérifier que les résultats se situent dans les limites des valeurs indiquées dans la fiche des valeurs de test,
fournie avec les contréles.

9. Définir le curseur d’exécution sur le premier échantillon patient et sélectionner Run from Pointer (Exécuter
a partir du curseur) dans le menu Run (Exécuter).
Avant l'acquisition des échantillons, ajuster le seuil afin de limiter les débris et s’assurer que les populations
d’intérét sont incluses.

10. Examiner le rapport de laboratoire du test.



La page 1 du rapport de laboratoire présente des graphes pour identifier les populations de cellules,
résume les résultats et présente les résultats QC pour le test.
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La page 2 du rapport de laboratoire présente tous les messages CQ qui ont été déclenchés.
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Q€ Messages

wing 0 of 0 Messages

Voir les Instructions d'utilisation du systéme BD FACSLyric™ ou le BD FACSLyric™ Clinical Reference System
(systéme de référence clinique BD FACSLyric™) pour plus d'informations.

7. RESULTATS

Données représentatives

Un échantillon prélevé sur un adulte hématologiquement normal marqué a l'aide du BD Tritest™
CD4/CD8/CD3 dans un BD Trucount™ Tube a été acquis sur un cytométre en flux BD FACSLyric™. Voir la
figure 1.

Figure 1 Données représentatives d’'un échantillon prélevé sur un adulte hématologiquement normal marqué
a I'aide du réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 dans un BD Trucount™ Tube.
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Les sous-populations de lymphocytes sont identifiées en utilisant les stratégies de fenétrage suivantes :

Tableau 3 Stratégie de fenétrage pour BD Tritest™ CD4/CD8/CD3

Graphe Population de référence Fenétre Populations identifiées
CD3 PerCP-A vs SSC-A Tous les événements CD3* Lymphocytes T
APC-A vs SSC-A Billes, Pas CD3* Billes Billes Trucount




Tableau 3 Stratégie de fenétrage pour BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 (suite)

Graphe Population de référence Fenétre Populations identifiées
CD4 FITC-A vs CD8 PE-A CcD3* Quadrant CD4CDS8*
CD4*CD8*
CD4'CD8”
CD4 CD8”

Calcul des numérations absolues

L’'application BD FACSuite™ Clinical présente des résultats montrant les cellules positives en tant que
pourcentage des lymphocytes T. En outre, I'application calcule le nombre absolu de cellules positives par
microlitre de sang (cellules/pul) en utilisant la méthode suivante.

Le nombre absolu de cellules positives contenues dans I'échantillon peut étre déterminé en comparant les
événements cellulaires aux événements de billes. L’application BD FACSuite™ Clinical calcule les numérations
absolues a l'aide de la formule suivante :

Nbre d’événements dans la population

) Nbre billes/test*
cellulaire

Numération absolue de la
population cellulaire

Nbre d’événements dans la région de billes
. Volume du test
de numération absolue
*Cette valeur figure sur I'étiquette de la pochette en aluminium du BD Trucount™ Tube et peut varier selon les
lots.

8. LIMITATIONS

e Les laboratoires doivent définir leurs propres intervalles de référence normaux pour les sous-populations de
lymphocytes identifiées en utilisant BD Tritest™ CD4/CD8/CD3. Il convient de connaitre I'age, le sexe, les
caractéristiques cliniques et I'origine ethnique des sujets lors de la définition d’un intervalle de référence.*®
Les intervalles de référence sont fournis uniquement a titre d’'information.

e Le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 n’est pas destiné au dépistage de cellules leucémiques dans des
échantillons, ni a 'immunophénotypage d’échantillons de patients leucémiques.

¢ Les numérations absolues ne sont pas comparables d’un laboratoire a I'autre s'il est fait usage de matériel
provenant de fabricants différents.

e Le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 avec BD Trucount™ Tubes n'a pas été validé par BD Biosciences pour
une utilisation avec des anticoagulants liquides a I'héparine ou a l'acide citrique-citrate-dextrose (ACD)
pour déterminer les numérations absolues.

9. INTERVALLES DE REFERENCE

Les intervalles de référence pour BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 avec BD Trucount™ Tubes ont été déterminés lors
d’'une étude utilisant le cytomeétre en flux BD FACSLyric"“.38 Les sujets étaient des adultes hématologiquement
normaux. Voir la premiére limitation (a la section précédente) pour plus d’'informations sur les intervalles de
référence.

Tableau 4 Intervalles de référence représentatifs pour le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3

Sous-population de NC Moyenne Inférieur au 2,5e Supérieur au 97,5e
lymphocytes T (cellules/pl) percentile percentile
CD3* 134 1562,89 803 2552
CD3'CD4* 134 999,70 524 1655
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Tableau 4 Intervalles de référence représentatifs pour le réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 (suite)

Sous-population de NC Moyenne Inférieur au 2,5e Supérieur au 97,5e
lymphocytes T (cellules/pl) percentile percentile
CD3*CD8* 134 511,30 157 1085

a. N = nombre d’échantillons

10. CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES

Manipulation et prélévement des échantillons (AOB/AOS)

Une étude a été réalisée pour évaluer I’Age of Blood (AOB, Age du sang) et 'Age of Stain (AOS, Age du
marquage) a I'aide du BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 avec BD Trucount™ Tubes. La stabilité du sang anticoagulé
a 'EDTA a été évaluée par 'effet combiné de :

e AOB : la durée entre le prélévement de I'échantillon et le marquage.

e AOS: la durée entre le marquage de I'échantillon (fin de la lyse) et 'acquisition de I'échantillon marqué.
Les échantillons de sang total ont été testés jusqu’a 51 heures apreés le prélévement avec des échantillons
marqués testés jusqu’a 8 heures aprés le marquage, ou jusqu’'a 27 heures aprés le prélévement avec des
échantillons marqués testés jusqu'a 27 heures aprés le marquage. Tous les échantillons ont été conservés a
température ambiante (entre 20 °C et 25 °C) avant le marquage ou I'acquisition.

Sur la base des résultats de cette étude, nous recommandons de marquer les échantillons dans les 48 heures
suivant le prélévement et de les analyser dans les 6 heures suivant le marquage ; ou de marquer les
échantillons dans les 24 heures suivant le prélévement et de les analyser dans les 24 heures suivant le
marquage.

Comparaison des méthodes, cytométre en flux BD FACSLyric™ vs BD FACSCalibur™

Des échantillons de sang total ont été prélevés sur des donneurs normaux et des personnes atteintes du virus
de 'immunodéficience humaine (VIH) sur quatre sites. Les échantillons ont été marqués a l'aide de

BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 dans BD Trucount™ Tubes et acquis sur le cytométre en flux BD FACSLyric™ a
l'aide de I'application BD FACSuite™ Clinical. Les pourcentages des sous-populations de lymphocytes T et leur
numération absolue ont été analysés. Les résultats ont été comparés avec ceux des échantillons marqués
analysés sur le cytométre en flux BD FACSCalibur™, a l'aide du logiciel BD Multiset™, version 1.1 ou supérieure.

Les statistiques de la comparaison des méthodes sont rapportées pour toutes les sous-populations de
cellules.”® Voir le tableau suivant.

Tableau 5 Statistiques de la comparaison des méthodes pour les sous-populations de lymphocytes

Sous-population de lymphocytes N Unités R? Pente | Ordonnée a l'origine Plage
CD3* 299 cellules/pl 1,00 1,05 3,31 10-9019
CD3*CD4* 299 % 1,00 1,00 0,12 0,57-95,8
cellules/ul 1,00 1,05 -0,24 1-5 257
CD3*CD8" 299 % 0,99 1,02 1,69 4,49-91,52
cellules/ul 0,99 1,04 -1,26 1-4612

Comparaison des méthodes, BD FACS™ Universal Loader vs acquisition manuelle

Une étude a été menée sur un seul site pour démontrer 'équivalence entre 'acquisition & 'aide du BD FACS™
Universal Loader et I'acquisition manuelle. Des échantillons de sang total ont été prélevés sur des donneurs
normaux et des personnes atteintes du virus de 'immunodéficience humaine (VIH) et ont été marqués en
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utilisant BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 dans BD Trucount™ Tubes. Un total de 106 échantillons marqués ont été
acquis a I'aide de BD FACS™ Universal Loader et 76 échantillons marqués ont été acquis manuellement.

L’écart moyen, l'intervalle de confiance (IC) inférieur @ 95 % de I'écart moyen et 'intervalle de confiance (IC)
supérieur a 95 % de I'écart moyen entre I'acquisition a I'aide du BD FACS™ Universal Loader par rapport a
l'acquisition manuelle ont été déterminés pour les pourcentages de sous-populations de lymphocytes et les
numérations absolues.

Tableau 6 BD FACS™ Universal Loader par rapport @ I'acquisition manuelle

Moyenne NC inférieur a NC supérieur a
Sous-population de (acquisition % d’écart 95 % du 95 % du
lymphocytes Unités automatisée) moyen % d’écart moyen % d’écart moyen

CD3* cellules/pl 1587,6 3,6 1,6 5,6
CD3*CD4* cellules/pl 750,8 2,4 -0,5 5,2

% 474 -1,2 -3,0 0,5
CD3*CD8* cellules/pl 780,2 4,3 2,1 6,5

% 493 0,5 -0,5 1,4

Précision (répétabilité), matériau de contréle

Une étude de précision sur site unique de 11 jours a été réalisée pour évaluer la répétabilité et la précision
intra-site en utilisant le matériau de contréle. La précision du calcul des pourcentages et des numérations
absolues des sous-populations de lymphocytes T a été estimée sur quatre cytomeétres en flux BD FACSLyric™
et quatre opérateurs, en procédant a I'acquisition de deux concentrations d’analytes, CD-Chex Plus® control
(CDN) et CD-Chex Plus® CD4 Low control (CDL), marqués en double avec trois lots de BD Tritest™
CD4/CD8/CD3. Deux analyses distinctes ont été réalisées pendant chacun des 11 jours de test.

Les tableaux suivants présentent I'écart type (ET) ou le coefficient de variation (CV) pour la précision intra-site
et la répétabilité des pourcentages et des numérations absolues, respectivement, des sous-populations de
lymphocytes T.

Tableau 7 Répétabilité et précision intra-site des pourcentages des sous-populations de lymphocytes avec une
concentration normale en analyte (CDN)

Sous-population de lymphocytes Moyenne (%) Répétabilité (ET) Précision intra-site (ET)
CD3*CD4* 65,13 1,19 1,20
CD3'CD8" 32,98 1,18 1,21

Tableau 8 Répétabilité et précision intra-site des pourcentages des sous-populations de lymphocytes avec une
concentration faible en analyte (CDL)

Sous-population de lymphocytes Moyenne (%) Répétabilité (ET) Précision intra-site (ET)
CD3'CD4* 2235 1,11 117
CD3'CD8" 72,76 1,23 1,31
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Tableau 9 Répétabilité et précision intra-site des numérations absolues des sous-populations de lymphocytes avec une
concentration normale en analyte (CDN)

Sous-population de lymphocytes

Moyenne (cellules/pl)

Répétabilité (% de CV)

Précision intra-site (% de CV)

CcD3* 1615,83 6,26 6,56
CD3"CD4’ 1052,39 6,62 6,88
CD3*CD8* 532,87 7,47 7,67

Tableau 10 Répétabilité et précision intra-site des numérations absolues des sous-populations de lymphocytes avec une
concentration faible en analyte (CDL)

Sous-population de lymphocytes

Moyenne (cellules/pl)

Répétabilité (% de CV)

Précision intra-site (% de CV)

CcD3* 835,30 4,29 4,81
CD3*CD4* 186,70 6,20 6,92
CD3"CD8* 607,80 4,73 5,20

Précision (reproductibilité), matériau de contréle

Une étude a été réalisée sur trois sites pour évaluer la reproductibilité du réactif BD Tritest™ CD4/CD8/CD3.
Un lot unique de chaque matériau de contréle, CD-Chex Plus® control et CD-Chex Plus® CD4 Low control, a été
fourni & chacun des sites. Pour chaque type de matériau de contrdle, trois réplicats ont été marqués en
utilisant le BD Tritest™ CD4/CD8/CD3. Deux analyses distinctes ont été réalisées pendant chacun des 5 jours
de test non consécutifs.

Les tableaux suivants présentent I'écart type (ET) ou le coefficient de variation (% de CV) pour la
reproductibilité (précision totale) des pourcentages et des numérations absolues, respectivement, des sous-
populations de lymphocytes.

Tableau 11 Reproductibilité des pourcentages des sous-populations de
lymphocytes avec une concentration normale en analyte (CDN)

Sous-population de Moyenne (%) ET
lymphocytes

CD3*CD4’ 67,10 1,22
CD3*CD8* 30,43 1,30

Tableau 12 Reproductibilité des pourcentages des sous-populations de
lymphocytes avec une concentration faible en analyte (CDL)

Sous-population de Moyenne (%) ET
lymphocytes

CD3"CD4* 21,68 115
CD3*'CD8" 7136 1,57

13



Tableau 13 Reproductibilité des numérations absolues des sous-populations

de lymphocytes avec une concentration normale en analyte (CDN)

CD3* 1721,76 562
CD3"CD4* 1155,21 5,90
CD3*CD8" 523,90 716

Tableau 14 Reproductibilité des numérations absolues des sous-populations

de lymphocytes avec une concentration faible en analyte (CDL)

Eﬁ:::gizﬁon o (celluesli % de CV
cD3* 8773 514
CcD3*CDh4" 190,17 7,09
CD3*CD8" 626,07 547

Limite du blanc et limite de détection

La capacité de détection du BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 sur le cytométre de flux BD FACSLyric™ a été évaluée
sur un seul site. La limite du blanc (LOB) fait référence aux valeurs de numération absolues apparentes les
plus élevées qui peuvent étre détectées dans un échantillon marqué ne contenant pas de lymphocytes. La
limite de détection (LOD) fait référence aux valeurs de numération absolues apparentes les plus basses qui
peuvent étre détectées au-dessus de zéro dans un échantillon marqué contenant une trés faible
concentration de lymphocytes CD3"CD4".

Des échantillons de plasma sans cellule ont été utilisés pour estimer la LOB. Des échantillons de plasma sans
cellule reconstitués avec des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) a une concentration de

10 £ 5 cellules CD3"CD4"/pl ont été utilisés pour estimer la LOD. Quinze réplicats ont été évalués pour chacun
des trois lots de réactifs pendant 4 jours. Trois cytomeétres en flux BD FACSLyric™ ont été utilisés. Les valeurs
de numérations absolues pour la LOB et la LOD sont affichées dans le tableau suivant.

Tableau 15 Capacité de détection de BD Tritest™ CD4/CD8/CD3

(LOB et LOD)
Sous-population de

LOB (cellules/pl) LOD (cellules/pl)
lymphocytes
CD3* 6 10
CD3*CD4* 4 6
CD3"'CD8" 4 6

Limite de quantification

La limite de quantification (LOQ) du BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 sur le cytométre de flux BD FACSLyric™ a été
évaluée sur un seul site. LOQ fait référence aux valeurs les plus basses de numération absolues de
lymphocytes qui peuvent étre détectées quantitativement avec une exactitude déclarée dans des échantillons
contenant une plage de trés faibles concentrations de CD3"CD4".
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Des échantillons de plasma sans cellule reconstitués avec des cellules mononucléées du sang périphérique
(PBMC) & une concentration finale de 10, 20, 30 et 50 cellules CD3"CD4"/ul ont été utilisés pour estimer la
LOQ. Quarante réplicats d’échantillons de chacune des quatre plages de concentration ont été évalués en
utilisant deux lots de BD Tritest™ CD4/CD8/CD3. Trois cytométres en flux BD FACSLyric™ et un cytométre en
flux BD FACSCalibur™ ont été utilisés dans I'étude. Les valeurs de numérations absolues pour la LOQ sont
affichées dans le tableau suivant.

Tableau 16 Capacité de détection de BD Tritest™
CD4/CD8/CD3 (LOQ)

Sous-population de lymphocytes LOQ (cellules/pl)

CD3* 18
CD3"CD4* 1
CD3"CD8* 7

Linéarité

Les plages de linéarité de BD Tritest™ CD4/CD8/CD3 ont été évaluées a I'aide de mesures en triple de

11 concentrations a répartition homogéne des leucocytes. La linéarité a été évaluée en utilisant quatre lots de
réactifs et quatre cytometres en flux BD FACSLyric™. On a observé une linéarité des sous-populations de
lymphocytes sur les plages suivantes. Voir le tableau suivant.

Tableau 17 Plages linéaires des sous-populations
de lymphocytes

Sous-population de lymphocytes | Plage (cellules/pl)

CD3* 10-4 960
CD3"CD4* 4-2782
CD3*CD8" 5-3300

Plage de mesure

Les données issues de I'étude de la LOQ et de I'étude de comparaison des méthodes entre BD FACSLyric™ et
les cytometres en flux BD FACSCalibur™ ont été utilisées pour établir la plage de mesure de BD Tritest™
CD4/CD8/CD3. La section inférieure de la plage a été définie par I'étude de la LOQ et la section supérieure de
la plage a été soutenue par les données de I'étude de comparaison des méthodes. Voir le tableau suivant.

Tableau 18 Plage de mesure de BD Tritest™ CD4/CD8/CD3

Sous-population de Plage de mesure analytique (cellules/pl)
lymphocytes

CD3* 18-5 000

CD3*CD4* 11-3 000

CD3"CD8* 7-3 000
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11. RESOLUTION DES PROBLEMES

Probléme

Cause possible

Solution

Mauvaise séparation entre débris et
lymphocytes.

Interaction cellulaire avec d’autres
cellules et des plaquettes.

Préparer et marquer un autre
échantillon.

Manipulation trop brutale lors de la
préparation cellulaire.

Vérifier la viabilité des cellules.
Centrifuger les cellules a une vitesse
moins élevée.

Réglages inadéquats de l'instrument.

Respecter les procédures de réglage
de I'instrument. Optimiser les réglages
de l'instrument, selon les besoins.

Marquage faible ou diminuant.

Concentration cellulaire trop élevée a
I'étape du marquage.

Vérifier et ajuster la concentration
cellulaire ou le volume d’échantillon.
Refaire le marquage avec un nouvel
échantillon.

Quantité de réactif insuffisante.

Répéter le marquage avec une plus
grande quantité d’anticorps.

Cellules analysées plus de 24 heures
aprés le marquage.

Répéter le marquage avec un nouvel
échantillon. L’analyser rapidement.

Peu ou pas de cellules.

Concentration cellulaire trop faible.

Remettre un nouvel échantillon en
suspension avec une concentration
supérieure. Répéter le marquage et
'analyse.

Dysfonctionnement du cytométre.

Résoudre des problémes de
linstrument.
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AVERTISSEMENT

UE uniquement : les utilisateurs doivent signaler au fabricant et a I'autorité nationale compétente tout
incident grave lié au dispositif.

En dehors de 'UE : contacter le représentant local de BD pour tout incident ou toute question concernant ce
dispositif.

Consulter le site Web d’Eudamed : https://ec.europa.eu/tools/eudamed pour un résumé de la sécurité et des
performances.

GARANTIE

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

LES PRODUITS VENDUS EN VERTU DE LA PRESENTE SONT GARANTIS CONFORMES UNIQUEMENT A LA QUANTITE ET AU CONTENU
INDIQUE SUR LETIQUETTE OU SUR L'ETIQUETAGE DU PRODUIT AU MOMENT DE LA LIVRAISON AU CLIENT. BD DECLINE PAR LA
PRESENTE TOUTE AUTRE GARANTIE, EXPLICITE OU IMPLICITE, Y COMPRIS LES GARANTIES DE QUALITE MARCHANDE ET
D’ADEQUATION A UN USAGE PARTICULIER ET DE NON-VIOLATION. LA SEULE RESPONSABILITE DE BD SE LIMITE AU REMPLACEMENT
DES PRODUITS ET AU REMBOURSEMENT DU PRIX D’ACHAT. BD N’EST PAS TENU RESPONSABLE DES DOMMAGES MATERIELS NI DE
DOMMAGES FORTUITS OU INDIRECTS, Y COMPRIS LES PREJUDICES CORPORELS OU LES PERTES FINANCIERES CAUSES PAR LE
PRODUIT.

MARQUES COMMERCIALES

BD, le logo BD, BD FACSLyric, BD FACSuite, BD Multi-Check, BD Multiset, BD Tritest, BD Trucount, FACS,
FACSCalibur et Vacutainer sont des marques commerciales de Becton, Dickinson and Company ou de ses
filiales. Toutes les autres marques commerciales sont la propriété de leurs détenteurs respectifs. © 2022 BD.
Tous droits réservés.
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HISTORIQUE

Révision

Date

Modifications apportées

23-5333(09)

2022-06

Mise a jour pour répondre aux exigences du réglement (UE) 2017/746.
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GLOSSAIRE DES SYMBOLES [L006715(06) 2021-08]

Certains symboles répertoriés ci-dessous peuvent ne pas s’appliquer a ce produit.
Clients aux Etats-Unis seulement : Pour le glossaire des symboles, visiter le site bd.com/symbols-glossary

Symbole Signification Symbole Signification

K o
Fabricant 'n‘ # Numéro du patient

Représentant autorisé dans la Communauté européenne

Représentant autorisé en Suisse TT Vers le haut

Date de fabrication
Ne pas empiler

Date de péremption

Ofmx| |

Systéme de barriére stérile unique

Code du lot Contient des phthalates ou présence de phthalates : combinaison de
'w i phtalate de bis(2-éthylhexyle) (DEHP) et de phtalate de benzyle et
Numéro de référence de butyle (BBP)

Collecter séparément
Indique une collecte séparée obligatoire pour les déchets d’équipements
électriques et électroniques.

Numéro de série

Stérile

Marquage CE ; atteste de la conformité technique européenne
Stérilisé a I'aide de techniques de traitement aseptiques

Stérilisé avec de 'oxyde d’éthyléne Dispositif de diagnostic prés du patient

Stérilisé par irradiation

|| |

Dispositif d’autodiagnostic
Stérilisé a la vapeur ou a la chaleur séche

o Ceci s'applique uniquement aux Etats-Unis : « Attention : la loi
Ne pas restériliser %( nly fédérale limite la vente de cet appareil par ou sur ordonnance d'un
praticien agréé. »

b | @ (1) &) E| &) 3| ) | =] wo| | 5] 3

Pays de fabrication
« CC » est remplacé par le code du pays a deux lettres ou a trois lettres.

Non stérile

Ne pas utiliser si 'emballage est endommagé ; consulter le mode
d’emploi

O| &

Heure du prélévement

%

Circuit de passage des liquides stérile Découper

Circuit de passage des liquides stérile (oxyde d’éthyléne) Décoller ici

Circuit de passage des liquides stérile (irradiation) Date du prélévement

Fragile, manipuler avec précaution Conserver & I'abri de la lumiére

2

/<
N

)| 5| <] < %] %

F

CC®| @QQ)| e @

Conserver a I'abri de la lumiére du soleil . " N
Produit de I'hydrogéne gazeux

Garder au sec
Perforation

Limite inférieure de température

Numéro de séquence initial de la galerie
Limite supérieure de température

Limite de température Numéro de séquence final de la galerie

Limite d’humidité Numéro de séquence interne

Dispositif médical

%0
S

Risques biologiques

. Contient des substances dangereuses
Ne pas réutiliser

Marque de conformité ukrainienne
Consulter le mode d’emploi ou le mode d’emploi électronique

Conforme aux exigences de la FCC selon la norme 21 CFR, partie 15

ISR

Attention

®

Certification UL du produit pour les Etats-Unis et le Canada

Q|| =] B ¢

Contient ou présence de latex de caoutchouc naturel

Identifiant unique du dispositif

<
o

Dispositif médical de diagnostic in vitro

I Contréle négatif
H Controle positif

Contenu suffisant pour <n> tests

&

?
U Pour I'évaluation des performances DIV uniquement

M Apyrogéne
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COORDONNEES

Becton, Dickinson and Company
BD Biosciences

2350 Qume Drive

San Jose, California 95131 USA

Becton Dickinson Ireland Ltd.
Donore Road, Drogheda

Co. Louth, A92 YW26

Ireland

BD Switzerland Sarl
Terre Bonne Park — A4
Route de Crassier 17
1262 Eysins, Switzerland

BD Biosciences

European Customer Support
Tel +32.53.720.600
help.biosciences@bd.com

Australian and New Zealand Distributors:

Becton Dickinson Pty Ltd.
66 Waterloo Road
Macquarie Park NSW 2113
Australia

Becton Dickinson Limited
14B George Bourke Drive

Mt. Wellington Auckland 1060
New Zealand

Service et assistance technique : contacter

votre représentant local de BD ou consulter le site

bdbiosciences.com.

ClinicalApplications@bd.com

(i

eifu.bd.com
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