H.

de Liege

Un laboratoire d’auto-immunité paperless :
mythe ou realité ?

L.Lutteri
Laboratoire d’auto-immunite
Service de Chimie Clinique

CHU Liege
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Dépistage
Aspect
Titre

Coupes de tissus de primates ou de rongeurs :
Maladies spécifiques d'organes

E

™ N Cellules Hep 2:
o ‘ Connectivites

i @‘1 (sauf PR)
@ -_

o,

ANCA : vascularites
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EUROIMMUN D M A.MENARINI

diagnostics

2 systemes :
. Ouvert mais pas de lecture automatisée
. Fermé avec lecture automatisee



Cﬂ_iége EUROLABOFFICE

« Logiciel et caméra a connecter &  vrommy e
un MIicroscope.

o Systeme ouvert : lames de toutes firmes
peuvent étre programmees.

* Acquisition de photo(s) manuellement

e Connexion bi-directionnelle LIS (NB : + de
'Euroblotmaster = résultats des dots).
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C—'—'u EUROLABOFFICE
deH°e® Ouverture d’une session

EUROIMMUN s

* Llun W) i H H wH W 2 i evrommuN s




EUROLABOFFICE
Rendu des réesultats

de Liege

T EUROLabOffice
File Edit Print Yiew Data Administration 7

& mmvvmw H mmwmm H UUJI","'\’UJUJ H WVI'I,I'IW H Ullﬂwmw H wvvmm H ? EU ROIM M U N _
PL"tS é. I|re Workplaces 110726

s Ce Lo [ = J @ J Granulocyte Mosaic 2
\

Q.
_ ®

H ésultats patient
8.no.23 (O Bositive O Negative (O Borderline

5 10 (®)|In evaluation @ [ &l negative H Cancel

[ rep. with dilution: | k
CANC T
/

A confirmé forrno I choose titer
C AMCA confirmé formol /
CYTO

P ANCA confirmé formol

Official remark

Verify article? ]

ANA-1 (FB 1510 1010-1)

s.no, 23 Patiert
lame. rlesull rzemark rleld no
NA TgG atevl. 0001:3,
Hep-2-Cells o
Hep-2-Cells o
i g C AMCA

/ 110726 elouser | elouser x: Calt : calt 1380
Données patient

Entry LEMAIRE AMDREE Werified ]

| Granulocytes
(ECHY., Human

[ ]
Granulocytes l:l

5| {HCHOY, Human




EUROLABOFFICE
Prise de photos

de Liége

(HI EUROL abQffice
Fie Edit Pint View OJata Acrriristiation ¢ @s\View

Den | il

By w2

Wolgaes 2012-10-04-FAN
P [¥] Lo | o [ 27 [ © | © |

#*

averall vew | 3ingle view | LBt | Camera

s fer |7 patent [siueim) Geokee e maria Baikics 52 cener

= [

EUROIMMUN e

Granulocyt= Mosaic 2 g

O Positive O Negacive O Borderlive

Ohedun ) [ snesatie [ tawel |
[ rep. witn ditiore ==
- anca confrré foirol [ 4 [116c [*#] x]

Offir al rernark

‘ Entry LEVIAIRE AMORZE Veritied
a1 [ |
oy |

(&8

louser

er 192,161
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EUROLABOFFICE

ue

Fle Edt Print View Dats Administration 7 & View

(o) e
’ ﬂﬂﬂ L =) Session|Type [Sampes o, [Harme ResutRem, Uncfficial remark.
Session Patients Parameters Final result Help Menu
[013-D1-14-FAN-ANCA. 32515284 Cell nuclel (AN&) atevl,
Workplaces -01-17-FAN-
i 2013-01-17-FAN-ANCAYL 1. A 32515284 Granulocyte Mosaic 2 atevl,
P2 a Le Lo | 1 [ |-
[013-01-15-Tissus 32515314 Cell nuiclei (AN&) atevl,
Oweral view |Single view | List | Cameta
] T B 3 013-01-15-Thssus 32515314 Granulocyte Mosaic 2 atev,
96 140 P013-01-17-FAN-ANCA iatev\‘ éthanol: nayau pos
) farmal.: nég
IgG 10 Granulocyte Mosaic 2
Positive contral
[P013-01-17-FAN-ANCA. I in d
8 9 10
G
40 IgG HEp-20-10 cells, Human
5 no:16 5.no.:25 Q/ 5. no.:27 M
Granulocyte Mosaic 2 (FB 1201 1010-2)
s.no. [10 | % [ patient Jsoosso1 15emELLE FIRRE 3303120501 DAt sender
Name Result Remark
Cellnuclei (ANA) nd
Granulocyte atevl.
1640 196G  HEP-20-10 eells, Human ]
2013.01-17.FANANCA letouser / elouser [192.168.32.23/3050] T T T T T TS
—

tart 2 € [ERCLshoH

2 &L 1ra0am




(-H_/ EUROLABOFFICE-
— EUROBLOTSCANNER

EUROLabOffice

»
»

v

A
A

EUROLabOffice

EUROLIiIneScan

EUROBIotMaster

EUROBIotScanner



2/ Systemes de lecture

g automatisée des Hep-2
AKLIDES MEDIPAN Négatif/positif 5
NOVA View WERFEN Négatif/positif 6
G SIGHT MENARINI Négatif/positif 5
EUROPATTERN EUROIMMUN  Négatif/positif 7
HELIOS AESKU Négatif/positif /
IMAGE NAVIGATOR  IMMUNO- Négatif/positif /

CONCEPTS

NB : sous réserve d’améliorations des softs a I’heure actuelle



CH Quels parameétres peuvent
i uider votre choix?

« Nombre lames lues par passage?

« Temps de lecture?

« Nombre de photos prises par puits?

 Type de lames lues?

» Possibilité de relecture des lames sur microscope manuel?
e Aspects reconnus?

» Historique?

« Convivialité de la validation (commentaire,...)?

» Possibilité de reconnaissance de plus d’une image?

» Possibilité de cocher plusieurs images par puits?

» Tests additionnels?

* Mesure de lintensité de fluorescence?

e Zoom ?

* Microscope de I'instrument peut-il servir a lire le reste des lames?



C-!j_iége G S I G HT

e Microscope/cameéra AMENARINI

diagnostics

« Digitalisation de I'entiereté du puits (les autres
systemes de lecture automatisee ne prennent que
guelques photos mais pas l'entiereté du puits.
Désavantage : temps de lecture plus long.)

 Reconnaissance positif/négatif + 5 images

o Systeme ferme : uniguement lames de la firme.
Actuellement FAN, RFE, END, MBG, MBT,
ANCA,crithidia, ...(NB : uniguement

numerisation pour autres lames que FAN) (NB :
Le panel de lames lues par les systemes : le plus
complet actuellement.)



Cﬂ_iége G S I G HT

puseT
A.MENARINI

diagnostics

e Possibilité de relecture des lames au

microscope manuel (le systeme de certaines firmes
ne lit que des lames faites avec un conjugue special ne
permettant pas la relecture au microscope manuel.)

 Connexion bi-directionnelle LIS.

e Quantification de la fluorescence
(standardisation)

e Gain de temps : pas de lecture des negatifs..??



H. G SIGHT
v Numeérisation

Fle Archive Images Report Tools Display

ZENTT [S=TETTs

V¥ MAIN PB".E

SCANNING VALIDATION

A.MENARINI

diagnostics



H. G SIGHT
v Numeérisation

- Import de la liste de travail: Mode manuel

w. Senit Wizard

Manual mode

1 o) 3 i :

Définition du test

i
e Profile e Profile Profile Profile
4 1c vl v | [7_mmunoconce v| | |7_tmmunoconce v | | 14 1c
553y Aosay bosay Assay Azcay
\HEPZ v| | |zEntT v| | |HEPz v | | |Hepz v | | |HEPz v|
Enahble scan Enahle scan Enable scan [[]Enable scan [[JEnable szan




H. G SIGHT
Numeérisation

de Liege

& fanit Wizard

Session summary AN

20101123_110948

... B SLIDE #1 (Bay position = 1) [14_IC] {HEP2}
B SLIDE #2 (Bay position = 2) [14_ZENIT] {ZEMIT}
... B SLIDE #32 (Bay position = 3) [7_IMMUNOCONCERT] {HEP2}

Choix des puits a numériser

) L.
o
i D e -
N e %
(. e
1 k. =5
o F# 9 i
- HF# 10
. i A b
i F# 12

- F# 13
L E# 14

B

.-"'

O wells [ slide n"1 - Well n°3 ]

Code |SampI93

Name |

Titration |1;’BEI 'v'| [] apply to all

[]shaow maore e

Info sur le puits: ID du patients, dilution,...




“H\ G SIGHT
v Numeérisation

- Import de la liste de travail: via un fichier x

= Zenit Wizard

Lok, jr: | @ Desktop

() my Documents CIPSPSetup
(f My Compuker |CRevolverlish
My Recent i'-_i!My Mebwork Places [)5aratto
Documents |C51p |hSiena. 4 vetrini
T _—a | [Charchivio IC_Hepz [Chtest
@ () archivio_IC_Hepzo00 (yzenit
(25 Archivia_Zenit () Zenit_Caricamento_file
[=)Bolzano i Zenit_Files_Software
T [[2)D5-30020_driver 20090506 @ ImmunoConcept 7 esl.xml
'J (CoiDsightyiewer 3 2 00 |§, ImmunoConcept_7_es2,xml
[CHW_Profiles
[ Jostick.
iMea
gj Modell
P16

My Computer

g File_nameg | ImmunoConcept_7_es1.=ml

by Metwork | Files of tupe: | IFA Sharp [7.xml)

Deskiop

My Documents

A.MENARINI

diagnostics




“H\ G SIGHT
v Validation

= =)

NUMERISATION VALIDATION CONSULTATION DES DONNEES

S ANA_20140929081010 (29/09/2014 - TFA)

— ANA_20140925081027 (25/09/2014 - IFA)

BANQUE DE DONNEES: DEFAULT - NOM D'UTILISATEUR: admin

W AMENARINI
A
| |

VIENARINI
L li=i] €] diagnostics

MENARINI
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de L:‘éée

G SIGHT
Validation

ZENIT Si=HT
¥ VALIDATION

10x

20x

DATABASE: manuale - USERNAME: Admin

Image du puits

Liste de travall

Type Tray-well sample id  Titration Ifdex (%) / Raw result  Pattern Result | Caser. | valida, | Flags o~
ANA 04 - 01 500000000071 1/40 04.23/Negative D

ANA 04 -03 S00000000073 1/40 48.34/Neq. unc. E V | i d ti O n
ANA 04 - 04 500000000074 1/40 22.46/Neg. unc. L u

ANA 04 - 05 500000000075 1/40 89.89/Positive MNuclealar homog,

AN 04 - 07

500000000077 1/40

78 1/40

32.02/Neg. unc.

52.18/Positive

Coarse speckled

[ LI L L]

Personnalisation du nom du pattern .

A e &
Bay
40 [ 40 04 -1 Pattens
| Muclear homag Golgi Muclear fing speckled [] Pending
40 40 Coarse speckled | Keratin HNucleolar speckled
Centromers: Larmin Nutd,
e . Hucleolar homag Lisasommial FCNA
Lot humber Auctin Matrix speckled Pare complex
- = vicle: Midbody Ribosomal
40 Cfre speckled | Mitocondrial Speckled
Clurnpy Mitatic spindle Wimentin _
& Diffuss grainy NORSO IFA tests
Few nuclear dats | Muclear dats
| | No IFA tests
053 |

Wells Found: 14

diagnostics
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Validation

de Liege

I

Session: ANA_20140929081010

¥V VALIDATION .. session:29/00/2012 Lame 1/1 - Puits 7/14 o /1 6 E @E

ID échantillon: 110926010702
1D patient: PO03157

Nom:

Nom:

Né:

Session: ANA_20140929081010
Type: ANA Essai: HEP2000
Titration: 1/80

résultat brut: 75,15/ Positif
Modéle: HOM

Schémas

Groupes de test




de Liege

G SIGHT

Validation

Zenit G-Sight

¥ VALIDATION

Session: ANA_20140929081010
Date session: 29/09/2014

Lame 1/1 - Puits 1/14

o« e /11 EE Oy | T acETme

ES EE P

1D échantillon: 1100000001

1D patient: PO00322

Nom:

Nom:

Né:

Session: ANA_20140929081010
Type: ANA Essai: HEP2000
Titration: 1/80

résultat brut: 17,23 /Douteux
Modéle: MOU




de Liege

¥ ENREGISTREMENTS CAS

G SIGHT
Validation

Lame 1/1 - Puits 1/14

€ & /9 & e U

1D échantillon: 1100000001

1D patient: PO0OD322

Nom:

Nom:

Né:

Session: ANA_20140929081010
Type: ANA Essai: HEP2000
Titration: 1/80

résultat brut: 17,23/Douteux
Modéle: MOU

—

Schémas

WHEES [ E=

W HEM mEa
msAP RE:N]
WCrT0 M=)
2 T W <2550
BE]

Groupes de test




H. G SIGHT
e Consultation

Fle Archive Images Report Tools Display

ZENTIT [€|SIGHT
V¥ MAIN PAGE

<
| —

SCANNING VALIDATION




G SIGHT
Consultation

de Liege

[] Zenit G-sSight o[ =

Fichier Archives Rapport Outile Afficher 7

Session

Date session

1D échantillon

1D patient

Nom

Prénom

NUMERISATION

Titration
Modeéle

Résultat

n Remettre a zérg Annuler

NA AMENARINI

diagnostics

=
|:| l) @J R BJE'ZZIM "

BANQUE DE DONNEES: DEFAULT - NOM D'UTILISATEUR: admin




G SIGHT
Consultation

de Liege

[] Zenit 6-Sight

L)\;) E);\) A Minialures)

Galerie

N == ) TS

1D échantillon: 500919000709
1D patient: PO0D3040

Nom:

Nom:

Session: ANA_20140922081752
Type: ANA  Essai: HEP2000
Titration: 1/80

résultat brut: 85,57/ Positif
Modéle: HOM




i

delLi ége

Discrimination négatif/ positif :

* Le logiciel donne une probabilité (en %) que le puits soit positif.

0% 10% 50% 100%

NB : L'utilisateur peut modifier les pourcentages qui servent a
classer Neg/Zonegrise/Pos.

=> Dans ce cas, un signal apparait a coté du resultat pour i
indiquer que les seuils ont éte modifies par l'utilisateur.
M A.MENARINI

diagnostics




2H_/ Reconnaissance neégatif/ positif :
== eut-on valider les négatifs

automatiquement?

Positif Indéterminé Négatif

100 136 81

Lecture visuelle au G Sight Négatif ? 39 218

* Faux positifs : Taches tres fluorescentes



44/ Reconnaissance négatif/ positif :
de Liege

peut-on valider les negatifs

automatiquement?

Positif Indéterminé Négatif

100 136 81

Lecture visuelle au G Sight Négatif 5 39 218

/

* On pourrait diminuer I'index de probabilité des
iIndétermines/positifs qui est actuellement a 50 vers 35-
40 car ceci permettrait d’avoir la reconnaissance
d'images et donc une manipulation (cocher positif et
I'ilmage) en moins




44/ Reconnaissance négatif/ positif :
de Liege

peut-on valider les negatifs

automatiquement?

Positif Indéterminé Négatif

100 136

Lecture visuelle au G Sight Négatif 5 39 / 218

e On ne peut se permettre de laisser la validation des
négatifs se faire automatiquement ! (NB : la majorité des
dilutions sont également rendues négatives)




(H_/ Reconnaissance negatif/ positif :
e peut-on valider les négatifs

automatiguement?
s

Positif Indéterminé Négatif

100 136 o
Lecture visuelle au G

Sight Négatif 5 39 218

 Cependant...
* Les images rendues négatives n’ont pas de
signification clinique spécifique : vimentine, NUMA,
granulations cyto. sans specificite, midbody...

* Lesimages observées : homogene, mouchete,
nucléolaire,... ont un titre le plus souvent de 1/80
(maximum : 1/320) et sans caractérisation

SAUF 4 patients Mouchete de type SSA a 1/80 (p: 1126 !!!
— TOUJOURS LIRE LES NEGATIFS'!



44/ Reconnaissance négatif/ positif :
de Liege

peut-on valider les negatifs

automatiquement?

Positif Indéterminé Négatif

100 136

Lecture visuelle au G Sight Négatif 5 39 / 218

« Cependant, pourrait-on réduire I'index pour que certains
négatifs passent en indeterminés ...? Non car les index
des 81 patients sont repartis de 0 a 8.




C'H Comparaison de 6 systemes

de Lfége

Auurnarmamu ety Reweews 13 (3004 ) 292298

Contents lists available at ScienoeDirect ALITEH i T

Autoimmunity Reviews i

journal hemepage: www . elsevier.com/iocate/aut rev

Review

Automated antinuclear immunofluorescence antibody screening: A (!]me,_-k
comparative study of six computer-aided diagnostic systems
Micola Bizzaro™*, Antonio Antico ®, Stefan Platzgummer ©, Elio Tonutti ¥, Danila Bassetti ®, Fiorenza Pesente *,

Renato Tozzoli |, Marilina Tampoia ®, Danilo Villalta ",
Study Group on Autoimmune Diseases of the [talian Society of Laboratory Medicine, Italy

Tahle3
Posthveand negative resubts, sensitvity and specificty of the sixautomated systems for ANA-IIF soemning & the manuboures cuinff.
Akhides EUROPatan Helios Image Mavigatar Hovaiew G-ight fotal
PostiTee S0 UM Sl A - St 91452 L E T
fe=T T ELI B L85 4584 EEDE EEDE 2454 TE2 A0S
SETEMWEY SJE =Liwy g9sH = Hi% SEY S
Specficiy 1 HES e | 921 921 =521 F94 =2

18 faux négatifs sur I'ensemble des systemes :
. Images cytoplasmiques : ribosome, vimentine, mitochondries, Jo-1,...
. Images nucléaires : homogene, membrane nucléaire, midbody, nuclear dots,...

65 % ont un titre < 1/160




2 Iyhages visualisables au microscope et
“°°°  moins facilement sur le G Sight

« Membranaire, faible, sans spécificite gp210
* Nuclear matrix faible (rendu mouchete)

* Midbody faible

* Actine faible

— Relire le puits au microscope si moindre
doute...



3/ Reconnaissance
de Liége

images anti-nucléaires

* le logiciel peut également donner une indication sur le type de
marquage observeé:

- homogene

- mouchete

- centromere
- nucléolaire

- mitochondrial

M A.MENARINI

diagnostics




Reconnaissance images

G Sight
Moucheté Homogeéene Nucléolaire ‘Centromére Mitochondries
image correcte 8 15 4 4 2
Double image ou autre dénomination 2 7 18 2 5
.+ dots .+ gran.cyto (2) .+homogene (17) .+ gran.cyto .+ nucléolaire
.+ gran.cytoplasmiques DFS 70 (5) .+ homo et gran.cyto .+homogeéne
.+ centromere
.+ moucheté
cytosquelette
image non correcte 8 7 14 1
Centromére + Homogéne Moucheté (4) Moucheté SSA (13) DFS 70
DFS 70 Moucheté + NUMA Homo. + gran.cyto
Homogéne (3) Moucheté + gran.cytos (2)
Nucléolaire + Homogéne
Moucheté mitose positive
Centromere
Total 18 29 36 6 8

NB : publications Pr. Bossuyt, Bizzaro,...: chiffres meilleurs car pas de doubles images



_.‘! _.':.."l
| g

deLicge T1l1tre et index de probabilitée

 Etude au CHU de Liege par L.Dierge en

2012 :

100
90
80
70
60
50
40
30
20

10

. 88736
83 ¢
79,87
53724
3(:,8
18795
1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560



Cﬂ;ége G SIGHT : Tracabilite et AQ

e Suivi de l'index de probabilité du controle
iInterne mis en chaque début de run sur un
graphe de Levey et Jennings

e Suivi de la médiane des index de
probabllité des patients dans chaque run.

e Sulvi du pourcentage de patients positifs
par mois.

T.Maenhout, C.Bonroy. Ghent



de Liege

APPORTS AU LABORATOIRE...
ce que dit la

é

littérature

Clinica Chimica Acta 415 (2013) 101-106

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Clinica Chimica Acta

journal homepage: www.elsevier.com/locate/clinchim

Detection of antinuclear antibodies by automated indirect
immunofluorescence analysis

Daniel Blockmans €, Godelieve Marién P

Xavier Bossuyt *®* Sarah Cooreman °, Heidi De Baere €, Patrick Verschueren ¢, René Westhovens ¢

Indirect immunofluorescence, however, suffers from low-throushput
and intra- and inter-laboratory variance. Visual evaluation is time con-
suming, subjective and requires considerable expertise of the technicians

Aumarmnmu ney Revisws 13 (3004 292298

Contents lists avalable at ScenosDinect

Autoimmunity Reviews

journal hamepage: www élsevier. com/iocate/aul rev

ALITCI M RLRETY
AEVINWE

Review
Automated antinudear immunofluorescence antibody screening: A
comparative study of six computer-aided diagnostic systems

Renato Tozzoli |, Marilina Tampoia ®, Danilo Villalta ",
Study Group on Autoimmune Diseases of the [talian Society of Laboratory Medicine

Nicola Bizzaro™*, Antonio Antico ¥, Stefan Platzgummer %, Elio Tonutti ¥, Danila Bassetti ®, Fiorenza Pesente *,

@ Cressiark

However, the lIF method is burdened by some unfavorable features:
the need for expert morphologists, the subjectivity of interpretation and
a low degree of standardization and automation [4,5,8]. As a conse-
quence, IIF is considered labor-intensive and prone to render bias.




C"" APPORTS AU LABORATOIRE...
- ce qu’en dit le labo

« Variance intra et inter-labo / lecture subjective au

microscope : OK si on laisse le logiciel répondre sans
aucune correction...

e Lire au microscope ou a I'écran prend autant de temps

voir plus de temps d’autant plus que I'on n’a plus les 3
dimensions.

e Lire au microscope requiert une expertise : la méme est
requise pour la lecture automatisée puisque tout est relu

et qu’a I’lheure actuelle impossible de ne pas tout relire et
corriger.



C'H APPORTS AU LABORATOIRE...
- ce qu’en dit le labo

* Plus de lecture dans le noir au microscope et de
recopiage ensuite dans le LIS (Connexion bi-
directionnelle).

o Tracabilite, Archivage, Consultation des images.

* Plus grand champ de vision donc certains détails plus
visibles.

e Historigue des résultats d’'un patient au microscope
(comparaison de resultats/photos antéerieures, résultats
d’autres analyses de la méme bio (interférences,...))

 Formation des étudiants grace a la creation d’'une
phototeque (par type d’'image,...).






