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L'automate de NFS

In Fine,

« Compte les éléments figurés du sang
 Identifie ET compte

les sous populations leucocytaires normales
 Alarme les sous populations anormales

Role de screening

 Excellent compteur
* Identification plus ou moins bonne
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Limitations de la morphologie

Mauvais choix dans la zone de comptage sur lame

Erreurs liés a |'observateur

Mauvaise efficacité (méthode consommatrice de temps)

Erreurs statistiques sur le comptage des cellules
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Fig. 1: Riimke Table — shows the statistical inaccuracy which results when counting out a defined number (n). Thus, the

number of e.qg. band cells can vary in a slide between 4.9 and 17.6 when 100 cells are counted out and 10 band cells are

actually present. (Variation of the number due to subjective assessment is not taken into account here.)
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Conséquences I

L'examen du frottis est réalisé de fagon
trés disparate dans les laboratoires

« étalement manuel ou automatisé
* microscope + compte sur 100 cellules
* microscope + screening
« microscope automatisé (100-120 cellules)
avec ou sans reconnaissance automatisée
« Examen réalisé par les techniciens,
par les seuls biologistes...

Accreéeditation ?
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® O Conséquences II

Quel est le role exact du frottis
dans un laboratoire ?

Méthode de screening ?
Méthode de référence ?
Les deux ?

Introduction de la
formule sanguine immunologique
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Electronic white blood cell (WBC) differential by standard cytology (hematology ana-
Iyzer and visual inspection of blood smears) is limited to five types and identification
of abnormal cells is only qualitative, often problematic, poorly reproducible, and labour
costing. We present our results on WBC differential by flow cytometry (FCM ) with a6
markers, 5 colors CD36-FITC/CD2-PE+CRTH2-PE/CD19-ECD/CD16-Cy5/CID4 5-Cy7
combination, on 379 subjects, with detection of 12 different circulating cell types,
among them 11 were quantified. Detection of guantitative abnormalities of whole leu-
cocytes, neutrophils, eosinophils, basophils, monocytes, or lymphocytes was compara-
ble by FCM and by standard cytology in terms of sensitivity and specificity,. FCM was
better than standard cytology in detection and quantification of circulating blast cells
or immature granulocytes, with a first lineage orientation in the former case. All cases
of lymphocytosis, with lineage assignment, were detected by FCM. FCM identified a
group of patients with excess of CD16pos monocytes as those having an inflammatory
syndrome. WBC differential by FCM is at least as reliable as by standard cytology. FCM
superiority consists in identification and systematic quantification of parameters that
cannot be assessed by standard cytology such as lineage orientation of blast cells or lym-
phocytes, and expression of markers of interest such as CD16 on inflammatory mono-
cytes. @ 2007 International Society for Analytical Cytology



ORIGINAL ARTICLE

Cytometry

AR L 8 o) CRRRELRy

Refining the White Blood Cell Differential: The First
Flow Cytometry Routine Application

Mikael Roussel,'* Cyrille Benard,' Beatrice Ly-Su nnaram, " Thierry Fest>**

= Abstract

'Hematology laboratory, University
Hospital Pontchaillou, Rennes, France

INSERM U817, Rennes, France

Received 7 September 2009, Revision
Received 22 February 2010; Accepted 1
March 2010

*Correspondence to: Mikael Roussel or
Thierry Fest, Laboratoire d'Hématologie,
Pole Cellules et Tissus, CHU de
Pontchaillou, 2 rue Henri Le Guillows,

35 033 Rennes Cedex 9, France,

Email: mikaelLroussel@chu-rennes.fr or
thierry.fest@univ-rennesi fr

Published online 30 March 2010 in Wiley
InterScience [wwwinterscience.
wiley.coml

Firkl: 1A 1AM b da - 00O

A Complete Blood Count performed by an automated hematology analvzer fre-
quently needs a microscopic slide review, This step is time consuming and requires
experienced personnel. Recently, several teams have proposed and validated conven-
ient combinations of monoclonal antibodies for an extended white blood cell
(WBC) differential by flow cytometry. The aim of this study was to evaluate the
wsefulness of this approach in the routine workflow of a hematology laboratory.
We compared a workflow chain comprised of a robotic blood preparation system
(for antibody labeling), a flow cytometer, and data management software to the
standard manual review of a blood film and evaluated the diagnostic quality, the
taumaround time, and the labor needed for the two different approaches. The study
on 1,973 samples was organized, firstly, to determine analytic thresholds and these
settings were then validated. The flow cytometric data management software auto-
matically validated 52% of the samples without significant numbers of false nega-
tives. Of the remaining specimens, an operator validated a further 33% of the sam-
ples and 15% needed a manual micoscopic review, These resulis were obtained in
a2 mean timeline similar to the traditional microscopic manuoal review. Cur study
demonstrates, for the first time, the effidency of a flow cytometer integrated into a
WBC differential workflow in a routine hematology laboratory. e 2010 International
Society for Advancement of Cytometry



Hematoflow : en pratique



Ligne automatisée : HematoFlow ®
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. . Réactif CytoDiff™

® Dec 2009
®|\VVD-CE
® 500 tests, 5 flacons
® PN: A84341

® 6 anticorps / 5 couleurs
— CD36 FITC, CD2+CD294 PE + CD19 ECD + CD16 PC5+ CD45 PC7

‘‘‘‘

17

RO TE!
Y

Explore the fut JlE==

© 2008 HORIBA ABX, All rights reserved.



._e .oe CytoDiff™ : les anticorps

1 tube 6 anticorps 13 populations identifiées

o CD36FITC : utilisé en combinaison avec le CD45, CD16 et SS pour les
monocytes

o CD2+CD294(CRTH2)PE : utilisé en combinaison avec le CD45, CD16 et
SS. Marqueur des éosinophiles, basophiles, T activés, T et NK

o CD19ECD : utilisé en combinaison avec le CD45 et SS. Marqueur des B et
B précurseurs.

e CD16PC5 : utilisé en combinaison avec le CD45 et le SS. Marqueur des
granulocytes Matures et Immatures, et des T Cytotoxiques et Monos
Prol

o CD45PC7 : utilisé en combinaison avec le parametre SS pour définir les
leucocytes, et servant de back Gating dans la stratégie d'analyse pour les

brécurseurs hématopoiétiques.
Explore the future
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(Objectif de I'Hematoflow®

B Repérer dans un espace a 7 dimensions (FS/SS + 5
couleurs) les sous -populations normales et
pathologiques

B Représenter cet espace dans une stratégie d'affichage
d'histogrammes biparamétriques

B Idenftifier chaque sous-population par une stratégie de
lgatingl] automatique et spécifique

19
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. L'be CytoDiff™ : les populations
dentifié
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Color]  Name | % Gated | Number
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Hematoflow : stratégie d'utilisation
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AUC = 0.997

Explore the future
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N° Histo

31

Sous-poulations Hf_Flag GD Commentaire HF Flag GP N .
leucocytaires HF a modif Sous-populations leucocytaires morpho
Toutes 10 Gating automatique correct 0 -

PNN 1 Neutrophiles
11 MonoPro classés en PNN 1 3 Monocytes
12 Saturation en SS 1 Stop Count

PNE 2 Eosinophiles
21 IG ou PNN classés en PNE 2 - Myélémie ou PNN
22 Saturation en SS 1 Stop Count
23 Baisse CRTH2 seule 0 -
24 Monos CD36 faible classés en PNE 2 - Monocytes

PNB 3 Basophiles
31 Ly CD16+ classés en PNB 1 6 Lymphocytes
32 Xt (ou Xn) classés en PNB 2 - Cell imm

Lymphos 4 Lymphocytes

41 Xb (Xt ou Xn) classés LyB ou (LyT) 2 - Cell imm
42 LyB pris pour LyT 1 1 Lympho
43 Pourcentages LyB1,LyB2 ~ dans LMNH B 0 - L atyp ou lympho
44 Promonos CD36- classés en LyT 2 - Promono
45 Monos CD36 faible classés en LyT 2 - Monocytes
46* LyBx SSc fort 2 - L atyp
47* Plasmo classés en Ly B 2 - Plasmo

Exp

L wmim il

P T T

A R | IU (AR |y
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Nomenclature des alarmes (2)

T

Explore the future
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Sous-poulations Hf_Flag GD Commentaire HF Flag GP gon:iztitf)
leucocytaires HF Sous-populations leucocytaires morpho
Monos
5 Monocytes
51 Interférence Mono (IG ou PNE ou PNN CD16-) 1bis - Myélémie ou Eosino ou PNN
52 Monoblastes classés en Monos (Grade |) 1 11 Cell imm
53 Monoblastes classés en Monos (Grade I1) 2 - Cell imm
Blastes 6
61 LyB classés en Xb (ou Xn+Xm) 2 - L atyp ou lympho
62 PNB classés en Xt (Xn) 2 - Basophiles
63 Lympho CD16+ mis en Xn, (Xt) 1 6 Lymphocytes
64 Plasmo classés en Xb ou Xn 2 - Plasmo
65 Monos CD36 faible classés en Xn 2 - Monocytes
IG ;
71 PNE classés en I1G 1bis - Eosinophiles
72 Perte partielle ou totale CD16 1* 3 PNN ou myélémie
73 Blastes LAM3/M5 classés en IG 2 - Cell imm
Débris 3
8 Blastes Xn classés en débris 2 2 Blastes
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. l.ncn“oflow . nouveaux concepts

* Précision des pourcentages (Table de Riimke)
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. “ Fonte des blastes
(F Lacombe et al. Leukemia 2009)

Leukemia. 2009 ,23(2):350-7

Leukemia (2008), 1-8
@ 2008 Macmillan Publishers Limited All ights reserved 0887-6924/08 $32.00

www.nature.com/eu

ORIGINAL ARTICLE

Early clearance of peripheral blasts measured by flow cytometry during the first week
of AML induction therapy as a new independent prognostic factor: a GOELAMS study

F Lacombe', C Arnoulet’, M Maynadié’®, E Lippert', 1 Luquet®, A Pigneux®, N Vey®, O Casasnovas’, F Witz® and MC Béné’

"Hematology Laboratory, CHU Bordeaux, Hopital Haut Levéque, Pessac, France; “Hematology Laboratory, Institut Paoli
Calmettes, Marseille, France; *Hematology Laboratory, CHU le Bocage, Dijon, France; *Hematology Laboratory, CHU Robert
Debré, Reims, France; *Hematology Clinic, CHU Bordeaux, Haut Levéque, Pessac, France; ®*Hematology Clinic, Institut Paoli
Calmettes, Marseille, France; 7Hematc::!ngy Clinic, CHU le Bocage, Dijon, France; HHemato!ogy Clinic, CHU Brabois,
Vandoeuvre-les-Nancy, France and *Immunology Laboratory, CHU Brabois, Vandoeuvre-les-Nancy, France
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.ur' v.a’rien’r atteint de LAM en traitement

d'induction, plus la pente de décroissance
des cellules blastiques dans le sang périphérique
est forte, plus ce patient a un bon pronostic.
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. .ma’roflow . nouveaux concepts

* Précision des pourcentages (Table de Riimke)

* Nouvelles sous populations cellulaires

Monocytes CD16+
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. .yndromes inflammatoires

Infections (bacteriennes et
virales)

Sepsis

HIV..

Maladies autoimmunes
Polyarthrite rhumatoide
Maladie de Kawasaki
Eczema...

Détection et quantification
Des subpopulations monocytaires
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Nomenclature des monocytes

. es cellules dendritiques sanguines
Loems Ziegler-Heitbrock et al. Blood, 2010, 116:e74-e80

Human blood monocytes

P= CD14. != CD16,

classical CD14++ CD16-

intermediate CD14++ CD16+

>~ CD16-positive
monocytes

non-classical CD14+ CD16++
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. .ma’roflow . nouveaux concepts

* Précision des pourcentages (Table de Riimke)

* Nouvelles sous populations cellulaires
Monocytes CD16+

Granuleux CD16+ variants
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Hematoflow : nouveaux concepts

* Précision des pourcentages (Table de Riimke)

* Nouvelles sous populations cellulaires
Monocytes CD16+

Granuleux CD16+ variants

« Formule des sangs leucopéniques (0.35 - 16/L)
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. .Au CHU de Bordeaux...

Mise en routine depuis le 7 Juillet

« Site de Pellegrin (600 NFS/j)
40 Cytodiff
6 lames

 Site de Haut-Lévéque (400 NFS/j)
80 Cytodiff (y compris GB < 1G/L)
15 lames
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Synthése et conclusions
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® O Conséquences II

Quel est le role exact du frottis

Explore the future
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dans un laboratoire ?

Méthode de screening ?
Méthode de référence ?
Les deux ?



Réponse I

Quel est le role exact du frottis
dans un laboratoire ?

* ni une méthode de référence
* ni une méthode de screening

Mais une technique spécialisée d'analyse cellulaire
nécessaire en particulier pour l'identification des :

« anomalies des érythrocytes
» anomalies rares des leucocytes

54
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® O Réponse II

Quel est le role exact de la CMF
dans un laboratoire ?

« Sans doute une méthode de référence
 Certainement LA méthode de screening

Elle doit précéder le frottis qui reste irremplagable
pour l'instant comme examen spécialisé de référence
en cytologie hématologique

© 2008 HORIBA ABX, All rights reserved.



Réponse ITI

Quel est le role exact de la CMF
dans un laboratoire ?

« Sans doute une méthode de référence
 Certainement LA méthode de screening

Elle peut orienter vers un immunophénotypage
spécialisé en oncohématologie.

Elle représente la méthode de référence
du comptage plaquettaire (CD61 ou CD41)
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