EVALUATION
LE SOMATIC CELLS COUNTER 300

Le Somalic Cells Counter 300 (SCC 300) est un appareil
automatique de dénombrement des cellules somatiques du lait.

. est fabriqué .par la compagnie améiicaine BENTLEY
INSTRUMENTS INCORPCRATED et commercialisé en France
par 1a sociélé ANADIS INSTRUMENT.

PRINCIPE

L'appareil utiise le principe de la cytométrie de flux qui consiste
en un comptage microscopique automatisé des celiules isolées et
déplacées devant I'objectif du micrascope par un liquide en
écoulement iaminaire.

DESCRIPTION

L'appareil en mode de fonctionnement automatique assure une
cadence de 300 analyses par heure. Un autre appareil Bentley
(SCC 500), basé exactement sur le méme principe et utilisant les
mémes organes intemes existe également pour des cadences
plus élevées de I'ordre de 600 analyses par heure.
On y distingue quatre parties :
- le systéme de prélévement cu lait
- le systéme de mélange du lait 3 une solution tamponnée de
bromure d'éthidium et de transfert de la suspension colorée
dans la cellule A circulation.

- le systéme de comptage microscopique par fluorescence A
640 nm, aprés excitation par un faisceau faser 4 543 nm.

- le systéme de pilotage de linstrument et de traitement du
signal (micro-erdinateur).

LES ESSAIS

lls ont été menés au laboratoire de physico-chimie de CECALAIT
pendant lrois semaines en Novembre 1992,

lls ent porté sur fes points suivants :
- évaluation de la contamination entre échantillons,
- mesure de l'influence du type de conservateur,
- évaluation de la linéanité,
- evaluation de la répétabilité,
- évalualion de la justesse.

‘Ces points ont & étudiés selon des procédures en accord avee
les normes FIL 128:1985 et FIL 141:1991.

© EVALUATION DE LA CONTAMINATION ENTRE ECHANTILLONS

Ce critére analylique a é16 évalué en mode d'analyse automalique
et en mode manuel, c'est & dire sans l'agitateur de I'appareil,
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Chaque essai a donné lieu & l'analyse d'un méme fait el d'eau
dislillée selon la séquence lailait-eau-eau répétée vingt fois. Le
taux de contamination {tc) a été estimé &-différents niveaux de
taux celivlaires {600, 1300 et 1800.10° cellules/mly par la formule
suivante : '

tc = {(S(eau 1) - S{eau 2)) 7 S{lait 2}) x 100

Les essais en mode manuel ont montré une absence totale d'effet
de rémanence entre deux échantillons successifs (tc = 0%), ce qui
témoigne d'un ringage efficace du circuit de liquide.

Le mode automatique présenle par contre un taux de
conlaminalion significatif résultant du transfert de fait dun
échantillon & l'autre par t'agitateur automatique. Avec des flacons
de 30 mi, le taux de contamination est toujours apparu inférieur a
1%, qQui est fe taux limite toléré par e paiement du lait et le
contrile laitier pour la déterminalion de la composition TB-TP
avec des appareils infra-rouge.

© INFLUENCE DU CONSERVATEUR
Quatre modes de conservation ont é1¢ comparés :
- absence de conservateur et conservation & 4°C
- dichromate de potassium 4 0,1% 4 4°C
- bronopol 4 0,02% 4 4°C.
- bronopol & 0,02% 4 20°C.

On observe un effet significatif et marqué entre lait cru et lait
additionné de conservateur (dichromale ou bronopol). Les
résultats sont décalés proportionnellement aux taux cellulaires, de
l'ordre de -7 & -10% pour les laits crus par rapport aux laits avec
conservateur. :

Ce constat imposera d'effectuer les calibrages avec des laits
usant du méme mode de conservation que Jes échartillons de
routine.

Les laboratoires interprofessionnels analysant des laits de
“paiement”, sans consarvateur, et des laits du contrdle laitier,
avec conservateur, devront tenir comple de ce phénoméne.

© LINEARTTE

Le SCC 300 peut &tre considéré comme linéaire sur la plage de 0
a 1000 000 de cellules/ml. i présente une légére courbure de la
réponse qui, compte tenu de létalonnage enfre 200 000 et
800000 cellules/ml, ne devient apparente qu'au-dela de 1 000 000
de cellules/ml {cf Fig. 1).

Les biais a la findarité constalés de -25 000 & 1 500 000
cellules/ml, de -50 000 & 2 000 000 de céliules/ml et de -100 000
a 2 200 000 cellules'ml restent masqués dans fa pratique par
l'erreur dg répétabilité de Ia méthode.



Fig. 1 : linéarité du SCC 300 : évaluation sur les moyennes de 4
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@ REPETABILITE

L'appareil montre une bonne répétabilité. Testée en mode manuel
(absence d'effet de contamination) ou en mode automatique (troir
tableau 1), la valeur de répétabilité (r} augmente en valeur
absolue avec les taux cellulaires. Mais I'écart-type de répétabilité
refalif reste toujours inférieur aux 5% spécifiés par fa FIL, avec
une valeur moyenne proche de 2,5 %.

Tableau 1 : résultals de répétabilité - mode automatique - en

mifliers
______________________________________________________________ '
tendue x1000 ! n ! moyenne ! Sr | Sr x ! r !
—————————————— l————---.-_l—-—-—--.n——l——-————--.—I————-—‘--l_——_——-—!
Q a4 350 17 ! 196 { 4,15 1 2,1 ! 12 !
350 4 goO 33 1 532 to12,81 ¢ 2,4 1 35 I
800 a t500 17 H 1186 . { 21,98 1 i,9 1 62 !
500 & 2000 ! 5 3 1674 i 41,31 ! 2,5 | 116 !
—————————————— I—————w--|——————-—_—_!————_—-—-—!——————-—Hl——-——.--—l
[+] a4 2000 ¢ 12 ! 680 ! 17,56 1 2,6 1 49 !
1 1 [ 1 [

f : nombre d'échantiffions pris en comple en quadruples ou en
doubles

St : écart-type de répétabilitd

Sr % : écart-lype de répéiabilité relatif

r :estimation de Ia répétabilitd

® JUSTESSE

Elle a &é testée sur 83 faits individuels de vache, issus de 5
élevages du Jura sur une plage de taux allant de 0 4 2 600 000
cellules/ml. La justesse a pu étre apprécide dans sa giobalité et
par franche de taux au moyen des moyennes et des écaris-type
des écarts (appareil-rélérence). L'appareil a 616 calibré & I'aide
d'échantillons & teneurs garanties en cellules, préparés par
CECALAIT. Les laits ont été analysés en double sur I'appareil et
en simple par la méthode de référence (FIL 148:1 991},

Le iableau 2 présenle les écarts-type résiduels ef les précisions
deestimation (infervalles de confiance) par tranche de taux de 500

000.

Tableau 2 : tableau de la justesse (unités : milliers de cellules/ml)

: Etendue k1000 ! N !'moyenne! d ! sd P e/~ 1
b e e o Pmmmemmma P 1
! [+] 4 500 f 32 ! 2385 +4,.6 NS | 25,4 I +/-82 |
! i ! ! ¢ ! !
P e e e i fommmm L L LT fommmm e = —— !
! 500 a4 tO00 ! 22 1 &2 1t +18,6 « ! 39,4 ! Ll
H e 21 ! 682 1 +13.,1 N§ ¢t 30,3 | +/-63 |
e e L L L fmmrm- fomm e e a fmemmmee fommm e i
1 1000 4 1500 ! 13 1 1207 +55,5 * 74,8 | 1
! ' 1G¢ | 1196 1 +18,2 NG 1 47,6 | +/-107 1
et T T f=mm——— L e ] fomemee I 1
{1800 & 2200 I 9 1 1880 {1 4+13.8 NS 1 41,1 [ +/-35 |
! ! ! H ! t !
fommm e R fmemmee P fmmmm e fommmm e !
! 2200 A 2600 | T | 2464 ! -ga,8 NS | 98,4 { +/-485 1
! ! i ! 1 ! H
!::::::::::é::::l::::::l:::::::j::::;:::::::;|=:x==:::!:=:=::=ﬁ]
L 0 az2200 i 71§ b ta4 1 418,58 % | 49,0 ! !
t [#72 | 7127 ' +19,1 k1 321 ! 1
e e L D e f=m———— fmmsme L e T Irmm—m——— fomemmmem ¢
NS : non significatif

* : significatif au seuil de 5%
** . significalif au seufl de 1%
n : nombre d'échantillons
d et Sd : moyenne ef écart-type des écarts (appareil-référence)
+-1 : intervalle de confiance pour 95% des résultats
% - calculs avec élimination des points anormaux

La précision d'estimation reste du méme ordre de grandeur de 0 -
jusqu'a 2 200 000, avec des écarts-type des écarts :

- d'environ 30 000 enire 0 et 1 000 000 de cellules/m!

- de 40 250 000 entre 1 000 000 et 2 200 000 (cf Fig. 3).

Fig. 3 : justesse jusqu'a 2 200 000 cellyles/ml
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Au deld, l'estimation de la justesse devient plus déiicate en raison
des difficulles de complage visuel des lails fortement chargés
{méthode de référence).

La droile de régression linéaire, calculée entre 0 et 2 000 000
monire un bon ajustement de ('étalonnage.

(REF.) = 0,9958 x {SCC300) - 7
avecd =+ 10125; Sd = 32136; Sy.x = 32276
ou en log base 10

log(REF.) = 1,062 x log{SCC300) - 0,1025

avecdlog=+0,010;  Sdlog = 0,036

Le SCC300 fournit une précision d'estimation comparabie aux
appareils déja utilisés dans le cadre du paiement du lait et du
contrdle laitier. L'étalonnage au moyen des échantilions étalons
CECALAIT déja ulilisés au niveau national ne pose pas de
probléme.

CONCLUSION GENERALE

Teslé sur la plage de taux allant de 0 & 2 200 000 ceflules/ml, le
Somatic Cells Counler 300 donne salisfaction sur les différents
critéres de précision lestés. Au-deld, les résultats perdent
beaucoup en précision. Son utilisation aux fins de paiement du lait
ne doit, en principe pas poser de probléme particulier entre 0 et 2

000 000 de cellules/ml.



