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Rapport d’étude

Etude qualitative et quantitative de la présence de microparticule dans 2 lots de 10
poches de plasma

l. Résumé

L’établissement Francais du sang a contacté l'institut de chimie et biologie des protéines afin de déterminer et
caractériser la présence de particules dans 20 poches de plasma.

Afin de déterminer la présence de particules, 4,5 ml issus de chaque poche de plasma ont été filtrés (0.22
pm) sous héte a flux laminaire puis étudiées par microscopie électronique a balayage (MEB) couplée a une
analyse dispersive en énergie afin de déterminer les éléments chimiques présents dans quelques une des
particules.

Plusieurs champs par échantillon ont été photographiés pour avoir une vue globale des nombres, tailles et
formes des particules. Une analyse d'image a été réalisée pour quantifier le nombre de particules par plasma
filtré et obtenir des données morphologiques.

Les analyses indiquent qu'il est trés difficile d’éviter les contaminations particulaires présentes sur les filtres
commerciaux. Le nombre de particules de trés petite taille présentes est néanmoins faible et représente un
niveau de base.

Les analyses qualitatives révélent que la solution de citrate apporte des particules spécifiques et que les
poches Macopharma induisent la présence de particules avec une signature élémentaire particuliere (cuivre-
zinc).

L'analyse quantitative permet de mettre en évidence un apport de particules par les solutions (eau, PBS,
citrate) filtrées. Néanmoins, si le passage de PBS dans un poche Macopharma semble augmenter le nombre
de particules collectées, la différence n’est pas statistiquement significative.

Par ailleurs, les échantillons de plasma montrent dans leur grande majorité une présence de particules
supérieure au niveau des solutions filtrées. Ces particules sont majoritairement rondes ou globulaires et trés
majoritairement de faible taille (< 50um). Elles semblent principalement constituées de sodium, de chlore et
de calcium, avec la présence de silicium, de soufre, de potassium et de magnésium.

Par une comparaison du nombre de particules obtenues pour chaque lot de plasma, il est possible de
déterminer deux populations de plasma, qui sont proches des niveaux de particules des solutions filtrées, ou
significativement supérieures.
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. But de I'étude

L'objectif de cette étude qualitative et quantitative est de déterminer, caractériser et quantifier la présence de
particules dans divers lots de plasma fournis par 'EFS par la mise en évidence visuelles de différences de
tailles, formes ou hombres ainsi que par I'analyse élémentaire de quelques particules de chaque lot.

V. Méthodes

I. Filtration des particules et solutions
Filtration des particules

Les particules issues des 20 lots de plasma (n°59171044443, 59171044216, 59171044312,
5917104438-, 59171044291, 59171480050, 59171619075, 59171619147, 5917161926-, 59171619198,
59171588811, 5917158882-, 59171588694, 59171588774, 59171588600, 59171588723, 5917158874-,
59171588643, 59171588854 et 59171588870) ont été collectées sous hotte a flux laminaire en ouvrant
les poches scellées avec une lame de scalpel neuve et stérile, puis en versant 900 pl sur filtres spin-X®
0.22 pm cellulose acétate (Costar 8161, lot n° 11816000) a 5 reprises. Aprés chaque ajout de plasma
(900 ul), les tubes filtrants ont été centrifugés a 3000g pendant 2 minutes. Apres le cinquieme ajout de
900 pl de plasma, une derniére centrifugation a été réalisée pendant 5 minutes.

Durant la premiere filtration, plusieurs lots ont montré un colmatage du filtre (N°59171044443,
59171044312, 59171619075, 5917161926-) et une filtration incompléte. lls ont donc été centrifugés a
10000g pendant 4 minutes.

Durant la seconde filtration, les lots n°59171044443, 59171044216, 59171044312, 5917104438-,
59171044291, 59171480050, 59171619075, 59171619147, 5917161926-, 59171619198 ont montré
une filtration incompléte. lls ont donc été centrifugés a 150009 pendant 4 minutes pour les filtrations
suivantes.

L'échantillon n°59171619075 n’a pu étre filtrés au-dela de la seconde centrifugation.

Les échantillons n°59171044443 et 59171044312 n'ont pu étre filtrés au-dela de la troisieme
centrifugation.

Les échantillons n°59171044216, 59171588811, 59171480050, 5917161926- et 59171619198 n'ont pu
étre filtré au-dela de la quatrieme centrifugation.

L'échantillon n°5917104438- n'a pu étre filtré complétement lors de la cinquiéme centrifugation.

Les échantillons n°5917104438- et 5917158874- ont été filtrés une seconde fois pour cause de
présence de particules de baryum (n°5917104438-) et de perte de I'échantillon (n°5917158874-). Lors
de cette répétition expérimentale, I'échantillon n°5917104438- n'a pu étre filtré au-dela de la seconde
centrifugation tandis que I'échantillon n°5917158874- n'a pu étre filtré au-dela de la troisieme
centrifugation.

Filtration de la solution de citrate et filtration des solutions ayant séjournées dans les poches
Macopharma®

La solution de citrate (Macopharma ACD-A, lot 17 A23A) a été collectée sous hotte a flux laminaire a
l'aide d’'une seringue de 10 ml stérile et aiguille 21G, puis en versant 900 pl sur filtres spin-X® 0.22 um a
5 reprises. Apres chaque ajout de solution (900 ul), les tubes filtrants ont été centrifugés a 3000g
pendant 2 minutes. Aprés le cinquiéme ajout de 900 ul de solution, une derniére centrifugation a été
réalisée pendant 5 minutes.

De méme, 10 ml de solution de citrate ont été transférés dans une poche Macopharma® scellée (VSE
0000A, lot 4847 16G11), ouverte_avec une lame de scalpel neuve et stérile. La solution de citrate est
restée durant 1 heure dans la poche avant d’étre filtrée comme indiqué ci-dessus.
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Alternativement, du tampon phosphate salin (PBS) et de I'eau ultra pure préalablement filtrés sur filtre
Steriflip 0.22 um poly(fluorure de vinylidéne)-Durapore (Millipore SEIM179M6, lot n° MPSF163804) ont
été filtrés sur filtres spin-X® 0.22 um selon la méme procédure.

10 ml de PBS et d'eau ultra pure filtrés sur filtre Steriflip 0.22 um ont été transférés dans une poche
Macopharma® et filtrés comme précédemment.

Enfin, trois filtres nus sans aucune filtration ont été utilisés en tant que contrdle.

Préparation des échantillons pour microscopie é lectronique

Les filtres spin-X® 0.22 pm utilisés ont été retiré de leur support sous hotte a flux laminaire par découpe
du support avec une lame de scalpel neuve et stérile, et appliqués sur des support d’observation en
aluminium recouvert d’'un adhésif carboné.

Tous les échantillons ont ensuite été séchés a 'air sous hotte, a I'abris de toute poussiére, pendant 12
heure.

Enfin, les échantillons ont été revétu d’'une couche de carbone (LEICA BAL-TEC, MED 020) pour
observation en MEB (FEI, Quanta FEG 250)

Analyses des filtres

Les différents filtres ont été analysés par MEB. L’'acquisition des images a été réalisée par collection des
électrons secondaires (visualisation de la surface) et des électrons rétrodiffusés (visualisation de la
densité de I'échantillon observé ; une densité élevée fournissant une image claire tandis qu’une densité
faible fournit une image sombre). Afin de visualiser les particules, le contraste des images rétrodiffusées
a été augmenté pour rendre le filtre noir. Une distance de travail de 10 mm ainsi qu’un voltage de 30 kV
et une taille de spot de 5.5 um.

Au moins 5 champs aléatoires ont été imagés pour chaque échantillon, afin de préparer une analyse
quantitative.

Une analyse dispersive en énergie (EDS) a été utilisée pour déterminer les éléments chimiques
présents sur des points précis. Il est a noter que la technologie EDS nécessite une surface homogéne et
plate pour obtenir une précision élevée des résultats, ce qui n'était pas le cas des échantillons observés.
Par ailleurs, 'EDS ne permet pas de déterminer la présence d’éléments de masse inférieure au bore. La
présence de carbone n’est pas fiable, de par I'application d’'une couche de carbone a la surface des
échantillons pour leur observation en MEB.

Quantification des particules

Pour chaque lot de plasma, le nombre de particules sur chague image collectée, leurs parameétres
morphologiques et leurs tailles ont été quantifiés en utilisant le logiciel d'analyse d’'image Nikon NIS-
Eléments AR. Un seuillage de niveau de gris a été effectué afin de prendre en compte uniqguement les
particules (claires sur fond noir), pour chaque image. Puis, le logiciel a permis de déterminer le nombre
d’'objets, leur surface, leur diamétre équivalent, leur longueur, leur circularité et leur élongation, pour
chaque image.

Ces valeurs ont été compilées pour chaque lot de plasma, et le nombre moyen de particules par image
calculé, afin de déterminer le nombre de particules a la surface de chaque filtre. En modérant cette
valeur par le nombre de centrifugation et donc le volume de plasma filtré pour chaque filtre, il est
possible de calculer le nombre de particules dans le volume filtré et donc la concentration de particule
dans chaque plasma (particules/ml).

En ce qui concerne les filtres nus n’ayant pas servi a filtrer de plasma, le nombre de particules rapporté
a la surface du filtre a été considéré comme niveau basal de particules.

Les différents lots testés ont été analysés statistiquement afin de détecter des différences de nombre
de particules entre les lots (logiciel Statgraphics). La majorité des données obtenues ne suivant pas une
distribution normale et ne présentant pas des variances égales, un test non paramétrique de Kruskal-
Wallis a été utilisé, combiné a une représentation des populations en boite a moustache.
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V. Résultats qualitatifs (représentatifs ; I'intégralité se trouvant en annexe)

I. Analyses des controles, de la solution de citrat e et des solutions ayant
séjournées dans les poches Macopharma

Filtres nus (contréle sans filtration)
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Des particules de grandes tailles sont visibles sur les filtres nus. Néanmoins leur présence est localisée,
et ils semblent composés principalement de calcium et autres sels. Une particule métallique (fer-
chrome-nickel) de faible taille contenant du silicium a toutefois été détectée. Cette derniére pourrait
provenir de la lame de scalpel utilisée lors de la découpe du support de filtre.
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Solutions contréles (H20 ultra pure et PBS) avant et aprés séjour dans les poches Macopharma

L’eau ultra pure filtrée préalablement (0.22 um) réveéle la présence de particules pouvant étre de grande
taille, réparties homogéenement et qui semblent composées principalement de calcium, de silicium et de
titane. D’autres particules semblent a des polymeéres de carbone et d’'oxygene. La composition des
particules differe donc de celles présentes sur le filtre nu et semblent provenir de I'eau.

/m\]‘Lyon 1 EEg % 7
IBCP



Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

Aprés passage dans la poche Macopharma, des particules plus fibrillaires sont remarquées. Les
particules sont majoritairement composées d’aluminium, de soufre, de calcium et de traces de cuivre et
de titane.
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Le PBS filtrée préalablement (0.22 um) révele la présence de petites particules et de grandes particules
fibrillaires, réparties homogéenement et qui semblent composées principalement de silicium, de chlore et
de magnésium. Comme pour 'eau, la composition des particules differe de celles présentes sur le filtre
nu et semblent provenir du PBS.
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Aprés passage dans la poche macopharma, des particules plus petites sont présentes en grand

nombre, principalement composées de calcium. Des nanoparticules de fer sont visibles, ainsi qu'une
particule de cuivre et zinc.

Il semble donc que le passage dans les poches macop  harma entraine I'apparition de particules
riches en aluminium, cuivre-zinc et microparticules de fer.
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Solutions de citrate avant et aprés séjour dans les poches Macopharma
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La solution de citrate présente des particules de tailles moyennes a grandes, réparties de fagon
homogéne, et composées principalement de microparticules de fer, d’aluminium et de calcium-
potassium-chlore-soufre-silicium-zinc. Une grande particule (>100 pum) composée de fer-nickel-chrome-
silicium-carbone et oxygéne pourrait provenir du support de filtre découpe au scalpel pour libérer le
filtre.
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Aprés passage dans une poche Macopharma, les particules ne semblent pas différentes en taille et
nombre. Néanmoins, leur composition a évolué, avec la présence de particules contenant du calcium et
du magnésium dans une gangue soufrée. Par ailleurs, des particules riches en cuivre, zinc et
aluminium sont apparues.

Comme pour I'eau et le PBS, le passage dans les poc  hes Macopharma semble entrainer
I'apparition de particules riches en aluminium, cui vre-zinc.
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i. Analyses qualitative des particules présentes d ans les échantillons de
plasma

Remargue importante

* Les tailles et nombres des particules ainsi que leu rs compositions varient beaucoup entre les
échantillons. En faire une classification est une t ache de fait subjective. Par ailleurs, il était
impossible d’analyser la composition de chaque part icule présente dans chaque échantillon,
renforgant le caractere subjectif de cette classifi cation.

Néanmoins, il existe des différences entre les lots testés, que ce soit en ce qui concerne la
forme des particules ou la présence de particules a la signature commune ou proche.

Observations générales :

« Une premiére observation globale des multiples échantillons montre qu’ils contiennent tous des

particules.
» |l existe des différences en ce qui concerne 'lhomogénéité de forme de ces particules :
- particules globalement sphériques et de tailles similaires : lots n°59171619147, 59171619075,
59171619198

- particules globalement sphériques et de tailles différentes: lots n°59171588694, 5917158882-,
59171588774, 59171044312, 59171588854, 5917104438-,

- mélange de particules rondes et fibrillaires : lots n°59171588600, 59171588643, 59171588811,
59171480050, 59171588723, 59171588870, 59171044216, 5917161926-, 59171044291,
5917158874-, 59171044443.

e Le colmatage du filtre semble étre di a une gangue principalement composée de chlore, de soufre, de
sodium et d’oxygéne et de phosphore.

Au vu de leur nombre, les échantillons ont été regroupés en plusieurs catégories qualitatives de taille
globale de particules et de leurs compositions.
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Echantillons a petites particules homogéenes
Ces échantillons sont classés par leur nombre apparent de particules :
n°59171619147 > 59171619075 > 59171619198

L'échantillon issu du lot n° 59171619147 présente des particules riches en aluminium et contenant
des microparticules fer, de calcium et de titane. Les autres particules semblent étre composées de
chlore et sodium.
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L’échantillon issu du lot n°59171619075 présente des particules contenant du cuivre-zinc (rappelant
les particules issues des poches macopharma), calcium-silicium-soufre, calcium pur et cuivre pur.
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L'échantillon issu du lot n° 59171619198 présente des particules contenant des microparticules de
fer dans une gangue de chlore-sodium, ainsi que des particules contenant des nanoparticules de
titane et des particules d’aluminium dans une gangue de chlore-sodium. Des microparticules riches
en calcium ainsi des petites particules de carbone-oxygene (polymére ?) sont également présentes.
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Echantillons a particules de tailles inhomogénes contenant principalement du calcium, du sodium et du
chlore

Ces échantillons sont classés par leur nombre apparent de particules :

n° 59171588694 > 5917158874- > 59171588600 > 59171588643 > 5917158882- > 59171588811 >
59171588774 > 59171480050 > 59171588723

L’échantillon issu du lot n°59171588694 présente des particules contenant principalement du chlore
et du sodium. La présence de titane est détectée dans une particule.
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Le lot n°56917158874- présente des particules contenant principalement du chlore, du sodium et du
calcium, ainsi que des nanoparticules de titane.
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Des particules de toutes tailles et formes sont présentes dans [I'échantillon issu du lot
n°59171588600, contenant du chlore, du calcium du soufre et du sodium. D’autres particules
montrent la présence de microparticules de fer ou de titane.
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Comme précédemment, des particules de toutes tailles et formes sont présentes dans I'échantillon
issu du lot n° 59171588643, contenant du chlore, du calcium du soufre et du sodium. D’autres
particules montrent la présence de microparticules de fer et de nickel en faible proportion.
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L’échantillon issu du lot n° 5917158882- présente des particules contenant principalement du
calcium, du chlore et du sodium. La présence de titane est détectée dans une particule.
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L’échantillon issu du lot n° 59171588811 présente des particules contenant principalement du chlore
et du sodium.
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L’échantillon issu du lot n° 59171588774 présente des particules contenant principalement du
chlore, du calcium et du sodium. La présence de nanoparticules de titane est détectée.
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L'échantillon issu du lot n° 59171480050 présente des particules contenant principalement du
calcium, du chlore, du soufre et du sodium.

\
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L’échantillon issu du lot n° 59171588723 présente des particules contenant principalement du
chlore, du soufre, du calcium et du sodium. La présence de particules allongées contenant du
silicium est détectée. Par ailleurs une petite particule contenant du fer est détectée.

:’/ 777\3 Lyon 1 EE@ % 33
IBCP



Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

Echantillons a particules de tailles inhomogénes et contenant des particules proches de celles issues
des poches macopharma

Ces échantillons sont classés par leur nombre apparent de particules :
n°® 59171044312 > 59171588870
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Remarque importante : cet échantillon était trés colmaté et n’a pas permis de prendre au moins 5
clichés. Le nombre de particules observables est en conséquence réduit.

L’échantillon issu du lot n° 59171044312 présente des particules rappelant fortement celles issues
des poches macopharma (cuivre-zinc).
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L’échantillon issu du lot n° 59171588870 présente des particules fibrillaires dont la composition
rappelle fortement celles issues des poches macopharma (cuivre-zinc). D’autres particules montrent
une forte teneur en calcium, silicium et aluminium.
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Echantillons a particules de tailles inhomogénes et contenant des compositions proches de celles
trouvées sur le filtre nu

Ces échantillons sont classés par leur nombre apparent de particules :
n° 59171044443 > 59171588854 > 59171044216 >5917161926-

L’échantillon issu du lot n° 59171588854 présente des particules de formes diverses riches en
calcium, sodium et chlore. Des petites inclusions de d’aluminium-silicium ainsi que de fer-nickel,
rappellent les compositions trouvées sur le filtre nu.
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Parmi des patrticules riches en chlore et sodium, I'échantillon issu du lot n° 59171588854 présente
des petites particules riches en aluminium-silicium-fer-chrome-nickel, rappelant celles trouvées sur
le filtre nu.
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L’échantillon issu du lot n°59171044216 présente des particules fibrillaires contenant des amas de
fer-chrome-nickel, dans une structure riche en aluminium-silicium-calcium-chlore-sodium.
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Parmi des particules riches en chlore et calcium et magnésium, I'échantillon issu du lot n°
5917161926- présente des petites particules riches en aluminium-silicium-fer-chrome-nickel,
rappelant celles trouvées sur le filtre nu.
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Echantillons a particules de tailles inhomogénes et a composition atypiques.

Des échantillons issus de deux lots présentent des particules dont les compositions sont différentes
des autres lots. lls sont classés par leur nombre apparent de particules :

n° 5917104438- > 59171044291

Un seul échantillon contenant une grosse particule riche en barium et en soufre (sulfure de barium)
a été décelé, issu du lot n°5917104438-.

La présence de cette particule est hautement surprenante et pourrait étre issu d’'une contamination
malgré nos précautions. Cet échantillon a été préparé a nouveau et est en cours de ré-analyse.

SEE % 42
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L'échantillon issu du lot n° 59171044291 présente des petites particules riches en chlore-soufre-
phosphore-sodium, et contenant des microparticules de silicium, d’aluminium ou de titane pur.
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Résultats quantitatifs

Remargue importante

« La filtration des différents lots s’est avérée diff icile pour certains échantillons, par colmatage du
filtre. En conséquence, le protocole de filtration (5 filtrations consécutives de 900 pl sur un
méme filtre) n'a pas pu étre appliqué a certains pl asmas (n°59171619075, 59171044443,
59171044312, 59171044216, 59171588811, 59171480050, 5917161926-, 59171619198 et
5917104438-) qui n'ont pu étre filtrés a 5 reprises consécuti  ves. Ceci a été pris en compte dans
la quantification du nombre de particules en corrig eant par les volumes effectivement filtrés.

Observation générale :

e Les particules sont en majorité de faible taille (diamétre équivalent inférieures a 50 um) pour tous les
filtres analysés.

. Une minorité de particules atteignent des tailles plus importantes, notamment les particules de forme
allongées qui peuvent atteindre Imm.

e Les particules sont en majorité rondes ou globulaire (circularité supérieure 0.7 et élongation inférieure a
3).
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Filtres nus (contrdle sans filtration)

¢ Filtre contréle

80
60
€ 40
O
82

| e
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XY Elongation

8 9 10
Circularity

254 =
20 S|
=15 NN
5 10 \ \\\\\ﬁ
° 3L ; AN\
0.3 04 05 06 0.7 0.8 09 S 11 Nombre de particules par image acquise
A\ Length Moyenne 13.8
= 30 P
Déviation standard 15.8
10
S MY
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre
[ R EqDiameter EqDlameter 334
w0 \
5 \\\\\\
o
10
© % \ \ \ Y } - - . .
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
30 Y Area
. 20
g
3 10
© 0 B =
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 110 105.40845 162.52973  15.4966 10.61 39.24 1194.28
EqDiameter 110 9.654 6.43392 0.61345 3.67 7.065 38.99
Length 110 13.949 1044152  0.99556 4.23 9.5 55.35
Circularity 110 0.74105 0.17701 0.01688 0.295 0.7325 1
Elongation 110 1.84855 0.69765 0.06652 113 1.62 6

Filtre contréle

Seconde analyse

NN T —
15 N A Elongation
£ 19 \\
S
3 54
§ .1\ \\\\\ o
0 1 7 8 9 10
N Ci i y - ©
o] 'm”'a”ty Nombre de particules par image acquise
Q <] N PR
S 1 &\ & m Déviation standard 7.1
00 01 02 0.3 0,4 0. 5 o,a 0. 7 08 09 10 11
N
8 § N Length Nombre de particules rapporté a la surface du filtre
24 \ \ 130
S 2
54 AN TN -
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 so 85 90 95 100
s \ [ N EqDiameter
=6
54 \\
o
820\ \ Y ,
0 5 25 30 35 40 45 50
6 N Area
-4
g
32
Sofog Mg v o
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 25 152.9728  309.99827  61.99965 6.36 33.94 1480.53
EqDiameter 25 103608  9.54341  1.90868 2.85 6.57 43.42
Length 25 165388  19.61929  3.92386 3.52 9.26 98.07
Circularity 25 071884  0.19842  0.03968 0.313 0.75 1
Elongation 25 2.1436 088213  0.17643 116 1.92 4.67
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S|
1 2 3 5 6 7 8 9 10
g XY circularity
5] N
i‘ \ \ % §
5% N N MY
05 06 0.7 08 0.9 1.0
. XY Length
g2
o r . T . T
25 30 35 40 45 50
[ S Eabiametar
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0 15 20 25 30 35 40 45 50
S
XY Area
4
g
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©odiinn g , , , , , , . T . T .
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 16 4520688 5479753  13.69938 6.36 16.97 171.81
EqDiameter 16 6.48875  4.06071 101518 2.85 4.615 14.79
Length 16 8.715 580528 145132 3.94 6.145 18.99
Circularity 16 0.82706  0.14764  0.03691 0.528 0.847 1
Elongation 16 191812  0.66222  0.16556 1.28 1.63 4
Nombre de particules rapporté alasurface dufiltre
Filtre contrdle Filtre controle 2
334 130
Moyenne 171
Déviation standard 146.86

49

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 2

Déviation standard | 1.5

Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre

49

Filtre contréle 3

Les filtres nus présentent une faible quantité (171 par filtre) de petites particules (£ 10 pm),
essentiellement rondes. Cette quantité de particules par filtre définie le seuil au-dela duquel de
nouvelles particules sont apportées par la solution ou le plasma filtré.
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i. Solutions contréles (H20 ultra pure et PBS) et  solutions de citrate avant et
aprés séjour dans les poches Macopharma

e H20 filtrée

60 N Elongation
o~ 404 @
c
3 20
o
0+ } ; : T . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
XYY circularity
5 ig: \\\: Nombre de particules par image acquise
g
S 10 9 ’ S w\ Moyenne 19.5
3 107 N \\\\ __M
© g m&\&\& Déviation standard 8.9
0.7 0.8 0.9 1.0
N Length Nombre de particules rapporté a la surface du filtre
g 474
3
o
o
70 20 %0 100 110 Nombre de particules rapporté au volume filtré
Y Eqbiameter (particule/ml)
105

Count

%& A Area
€
3
o
(@]
0 = = T T T T
0 500 1000 1500 2000
N Mean Standard deviation ~Standard error Minimum Median  Maximum
Area 78 104.7587179 279.0752373 31.5990482 6.36 21.21 2021.58
EqDiameter 78 8.207948718 8.177345068 0.925902002 2.85 5.2 50.73
Length 78 12.31769231 15.58273786 1.764397621 3.52 6.71 101.32
Circularity 78 0.810371795 0.190692389 0.021591661 0.24 0.866 1
Elongation 78 1.81474359 0.628659106 0.071181627 1.08 1.62 4.32

* H20filtrée
apres passage
dans poche

N\YElongation

120
ok
2
© 259 AN IR

%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 - - -
o1 N Circulay Nombre de particules par image acquise
~ 207 ‘ Moyenne 21.6
k't \ Moy
3 209 Déviation standard 9.9
o I N\

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

ﬁ“’ L brede particules rapporté 2 la surface dufil
A Length Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre
) §E§ 526
c
=3
8
- : : : - : - : Nombre de particules rapporté au volume filtré
0 50 100 150 200 250 300 350 400 :
= articule/ml
100 XY EqDiameter (p /mi)
80 117
g
8 2
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
60 N Area
50
£ 404
3 %3
O 19
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Standard  Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 173 152.31509  638.7211 48.56107 6.36 14.85 7341.74
EgDiameter 173 8.22318 11.27189 0.85699 2.85 4.35 96.68
Length 173 13.99451 3520551  2.67663 2.63 5.64 401.36
Circularity 173 0.82349 0.20066 0.01526 0.131 0.9 1
Elongation 173 1.84064 0.72872 0.0554 11 16 5.07

Le nombre des particules collectées apres filtration d’eau ultra pure est supérieur a celle des filtres
nus, indiquant un apport de particules. Les formes sont néanmoins similaires. Par alilleurs, le
passage d'eau dans les poches Macopharma induit une Iégére augmentation du nombre de
particules sans changement notable de forme.
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PBS filtré
S Blomamtion
80 XY Elongation
60
£ 40]
§ 2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14
07 XYY Circularity
B ~J - - -
£ 7 < §§ No[\;wbre de particules par |mggi7ac7qu|se
S 183 . Y\\\ Y\ \ oyenne .
N f i } \\\\\‘\\\\\\\\\‘&\\& \&\\& & Déviation standard 6.9
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
50 N Length - . -
40 Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre
£33 431
3 20
o 10
0 i v r r v v v v v
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 Nombre de particules rapporté au volume filtré
RN FaPiarmotor
é§ N EqDiameter (particule/ml)
2 40 96
3 3%
© 19
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
A Area
30
‘% 20
101
© odhd r v v v y T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 124 12325702 39217811  35.21863 6.36 18.03 3192.52
EqDiameter 124 8.19661 9.51299 0.85429 2.85 4.79 63.76
Length 124 15.69508  37.94885  3.40791 3.52 6.245 365.11
Circularity 124 0.78115 0.22039 0.01979 0.057 0.8305 1
Elongation 124 2.05226 1.29079 0.11592 1.08 17 12.84
* PBS filtré apres
passage dans
poche 2501 A Elongation
200
£ 10l
8 “soi
01 } ; : . : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
XY Circularity
809 N
= 604 N\ Nombre de particules par image acquise
3 %] \ \ Moyenne 64.8
o 21 . N & —_YVI0y :
00 01 02 04 05 06 07 08 09 10 Déviation standard | 36.2
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% 100 110
000 10
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Count

T
40 50

Count

XY Area

N
Area 389
EqDiameter 389
Length 389
Circularity 389
Elongation 389

Mean
52.03429
6.58319
9.88928
0.77673
1.87581

Standard

deviation

129.40346
4.79354
9.49081
0.20632
0.7121

Standard
error
6.56102
0.24304
0.4812
0.01046
0.03611

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800

Minimum

6.36
2.85
2.63
0.24
1.08

Median Maximum
21.21 1722.48
5.2 46.83
7.08 104.59
0.83 1
1.62 6.5

Nombre de particules rapporté a la surface du filtre

1576

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

350

Si les formes des particules collectées apreés filtration de PBS sont similaires aux filtres nus et aux
filtres ayant servi a I'eau pure, leur nombre reste supérieur aux filtres nus. Il est a noter que ce
nombre augmente aprés passage dans les poches Macopharma.
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¢ Citrate solution
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Nombre de particules par image acquise
Moyenne 24.4

Déviation standard |
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ey
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o 2 593
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
Standard  Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 195 127.77759  419.93759  30.07236 6.36 2121 4707.11
EqDiameter 195 869682 935426  0.66987 2.85 5.2 77.42
Length 195 14.48579  19.20016  1.37495 2.63 7.08 162.17
Circularity 195 0.7458 0.22374  0.01602 0.179 0.784 1
Elongation 195 191308  0.61547  0.04407 1.09 171 4
e Citrate apres
passage dans
[ oo el g
pOChe 80 XY Elongation
. 60]
€ 40
o
3 209
04 . T v r T T
0 1 2 3 4 9 10 11
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0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 88 74.16443  230.68282  24.59087 3.79 7.58 1542.91
EqDiameter 88 6.10716  7.60211  0.81039 22 311 44.32
Length 88 9.69011  17.18118  1.83152 2.5 3.64 131.06
Circularity 88 0.83116 019263  0.02053 0.185 0.9 1
Elongation 88 1.93352 111435  0.11879 1.08 1.62 10.34

Comme pour I'eau, le nombre des particules collectées apres filtration de solution de citrate est
supérieur aux filtres nus tandis que les formes sont similaires. Le passage d’'eau dans les poches
Macopharma ne semble pas induire de changement du nombre ou forme des particules.
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Les faibles variations mesurées sont confirmées par I'analyse statistique du nombre de particules

collectées pour les différentes solutions : malgré une augmentation du nombre de particules aprés
passage du PBS dans les poches Macopharma, il n’y a pas de différence significative (p=0.0635).

¢ Analyse statistique du nombre de particules par lot

Nombre de particules parimage rapporté ala surface du filtre et au volume filtré (particule/ml)

H20 filtrée H20 filtrée apres PBSfiltré PBSfiltré apres Citrate solution Citrate apres passage
passage dans poche passage dans poche danspoche
Moyenne 105 117 9% 350 132 114
Déviation standard 48 54 37 195 59 82

Box-and-Whisker Plot

Kruskal-WallisTest
H 4 SampleSze Average Rank
H20 filtrée m sumup H20 filtrée 4 18.625
sumup.H20 poche 8 18.5
sumup.PBSfiltré 7 17.0
sumup.PBSpoche 6 335
HZO pOChe m sumup .Citrate solution 8 22.0625
sumup.Citrate poche 7 14.4286
Test statistic = 10.4453 P-Valugd5635562
PBS filtré »ﬂ[}
Pespocte | ]
Citrate solution m

Citrate poche | o

0 200 400 600 800
response

EFS = @ 50
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Analyses quantitative des particules présentes
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dans les lots de plasma
Lots de plasma dont le nombre de particules est proche de celui des solutions filtrées

Echantillon 6
59171480050

Count Count Count Count

Count
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100 Nombre de particules rapporté au volume filtré
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T

8

40
XY Area
Nas . = . I
200 400 600 800 1000
Standard Standard
Mean deviation error Minimum Median Maximum

98.90521  204.94774  29.58166 6.36 25.455 956.7
8.3739%6 7.54949 1.08967 2.85 5.69 34.9
14.22333 19.00654 2.74336 3.52 7.46 111.21
0.82271 0.24551 0.03544 0.159 0.933 1
2.22354 1.78007 0.25693 1.08 1.62 10.14

(particule/ml)
65

Le plasma 59171480050 présente un trés faible nombre de particules, de petites tailles (rondes ou

allongées), trés similaire aux solutions filtrées.

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 14

Déviation standard | 5.2

Nombre de particules rapporté a la surface du filtre

340

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)
76

¢ Echantillon8
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 112 126.67027 356.81182  33.71555 6.36 14.85 3294.34
EqDiameter 112 8.67384 9.31771 0.88044 2.85 4.35 64.76
Length 112 14.86839 22.78601 2.15308 3.24 5.86 198.51
Circularity 112 0.77857 023121  0.02185 0.152 0.839 1
Elongation 112 2.00857 1.21987 0.11527 1.08 1.62 11

De méme, le plasma 59171619147 est trés similaire aux solutions filtrées.
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¢ Echantillon9

5917161926-

XY Elongation
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Nombre de particules par image acquise
Moyenne 22

Déviation standard

| 6.8

Nombre de particules rapporté a la surface du filtre

341

Nombre de particules rapporté au volume filtré

(particule/ml)
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0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 110 507.00818 1968.12982 187.65382 6.65 26.61 15220.25
EqDiameter 110 12.82573 2203275  2.10074 2.91 5.82 139.21
Length 110 3192236 88.87716  8.4741 3.65 7.59 520.38
Circularity 110 081693 024176  0.02305 0.063 0.9295 1
Elongation 110 2.10873 1.1696 0.11152 121 192 9.74

95

Le plasma 5917161926- montre un nombre de particules similaire aux solutions filtrées, avec une
majorité de particules rondes. Toutefois, la tailles des particules augmente, notamment des
particules allongées (€longation ~10) atteignant 500 pum.

¢ Echantillon5

| Nombre de particules par image acquise
Moyenne 17.6
Déviation standard 8.1

Nombre de particules rapporté a la surface du filtre

429

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

119

59171044291
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AXY Elongation
€
=]
o
o
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
ig XYY Circularity
= 304 N
5 20 %
104
° % : ; ; ; " + &
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
80 A Length
60
g 40
[§) 28
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
100 XYY EqDiameter
80
£ 60
3 40
S 20
0 f . T T . ; . T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
1001 N Area
80
£ 60
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0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000
Standard  Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 141 388.50986 1973.70158 166.21566 6.36 10.61 20953.96
EqDiameter 141 10.16851  19.85112 167177 2.85 3.67 163.34
Length 141 2214965 6349591 534732 2.63 47 450.6
Circularity 141 0.80331 0.21064 0.01774 0.103 0.868 1
Elongation 141 212986 110508  0.09306 1.08 176 105

Les plasma 59171044291 montre des caractéristiques similaires.
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Echantillon 1
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Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 130 190.45815 1028.80967  90.23258 6.36 16.97 10260.61
EqDiameter 130 8.368 1318429 115634 2.85 4.65 114.3
Length 130 18.64877  59.58084  5.22559 2.63 6.06 636.05
Circularity 130 0.7889 0.25284  0.02218 0.066 0.9 1
Elongation 130 2.36146 270853 0.23755 1.08 1.56 19.64

Le plasma 59171044443 présente un nombre de particules similaire aux solutions filtrées, mais des
particules trés allongées apparaissent (€longation ~20), atteignant 600 pum.

Nombre de particules par image acquise

Moyenne 32.7

Déviation standard 18

¢ Echantillon2
I AN el mm v
59171044216 . A Elongation
. 120
2y
S 0
0 u u T T T T T T T ™ ™ ™
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
ig& XY circularity
= 120
5 "80]
S 40]
0 T 4 T + + + +
0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7 08 0.9 1.0
I~
ig& N Length |
= 1207
3 804
8 409
(F | — : : : :
0 100 200 300 400 500 600 700
200 XY EqDiameter
. 150
S 100
S 50
0 U T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
S|
2001 Y Area
~ 1507
S 100
S 509
0 T T T T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 294 193.45412 1414.72199  82.50826 212 8.49 20673.95
EgDiameter 294 6.95003 14.09539 0.82206 1.64 3.29 162.24
Length 294 13.02973 48.63071 2.8362 1.46 4.58 689.3
Circularity 294 0.87566 0.19103 0.01114 0.067 1 1
Elongation 294 1.93561 1.11724 0.06516 1 1.795 15.05

Nombre de particules rapporté a la surface du filtre

794

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

221

Le plasma 59171044216 montre des caractéristiques similaires, avec un nombre |égérement plus

élevé de particules.
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¢ Echantillon 20
59171588870

€
3
8 J
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
XYY Length
. 50
c
3
o
©
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
100 XYY EgDiameter
£ 50
o
o
0 + T T T
0 20 40 60 80 100 120
100 A Area
£ 50
o
° %
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
Standard ~ Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 151 280.65523 1110.80349  90.39591 6.36 14.85 10275.46
EgDiameter 151 10.33457 15.88122 1.2924 2.85 4.35 114.38
Length 151 26.3504 70.70857 5.75418 2.63 6.06 513.01
Circularity 151 0.73334 0.256 0.02083 0.039 0.807 1
Elongation 151 2.16854 1.14343 0.09305 1.08 1.86 8.89
¢ Echantillon19
59171588854
200 - XY Elongation
150 Q r
€ 100
3 50l 3
§ = A ,
1 2 3 5 6 7 8 9 10
1007 XY cCircularity
80
£ 60 \
3 404 \ﬁ\
0.0 01 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0. 8 0.9 1.0
150 XY Length
. 100
c
3 50
o
0 v v . . :
0 50 100 150 200 250 300 350
150 Y EgDiameter
= 100
3 50
o
0 + v - . r
0 10 20 30 40 50 60 70 80
100 XY Area
g 50~Lh
o
o
0 v v . .
0 1000 2000 3000 4000 5000
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 270 68.9183 323.8165 19.70684 6.36 12.73 4959.54
EgDiameter 270 6.52033 6.73878 0.41011 2.85 4.03 79.46
Length 270 10.7347 22.42573 1.36479 3.24 4.95 341.82
Circularity 270 0.8088 0.20397 0.01241 0.123 0.866 1
Elongation 270 2.00578 0.85492 0.05203 1.08 1.665 6.58

Count

XY Elongation

Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 37.8

Déviation standard | 7.6

Nombre de particules rapporté a la surface du filtre

918

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

204

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 45

Déviation standard | 11.9

Nombre de particules rapporté a la surface du filtre

1094

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

243

Les plasmas 59171588870 et 59171588854 montrent un profil trés similaire, avec un nombre de
particules/ml légerement supérieur aux solutions filtrées.
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Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

Lots de plasma dont le nombre de particules est supérieur a celui des solutions filtrées

¢ Echantillon4
Seconde analyse

R Elnnaation
5917104438- 1483 N Elongation
£ 1§ E
S &3
o ‘2‘2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
807 XY circularity
_ 409 —
€ 304 X NN
3 2 _ ~\\\ \
0.0 01 02 03 04 05 06 07 038 09 10
XY Length
€
=
o
[§)
40 60
[ R FnPiametar
A EqDiameter
€
=
o
[§)
0 60
N Area
€
=
o
[§)
100 200 300 400
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 193 53.74171  69.84208  5.02734 6.36 21.21 364.83
EqDiameter 193 6.99984 4.42062 0.3182 2.85 5.2 21.55
Length 193 10.58337 8.62399 0.62077 3.52 7.1 54.22
Circularity 193 0.7948 019609  0.01411 0.166 0.848 1
Elongation 193 1.78839 0.60183 0.04332 1.08 1.61 4.33

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 24.1

Déviation standard | 7.6

Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre

587

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

326

Le lot 5917104438- montre un nombre de particule environ deux fois plus important que les
solutions filtrées. Ces particules sont majoritairement rondes et de faible diamétre (< 22 um).

¢ Echantillon12
5917158882-

S Flonoaton
600 o = Elongation
%0 N N Elong
~ 4009
2 3001
Q 3 \!
o 1084 ATy i i i i i
0 1 2 3 5 6 7 8 9 10
2004 XYY Circularity
.. 300 N
5 200 x\
8 100 w\ \
° . . . . ; \\\\\\\\\\\\\\\\\\\&\\\\\\\& N
0.0 .1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
288 A Length
= 400
S 300
3 200
o 108
0 10 20 20 40 50 60 70
SR EaRiameter
XY EqDiameter
: égg
=]
o
[§)
0 10 20 20 40 50 60 70
A Area
600 1
€ 4001
8 2004 L
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000110012001300140015001600170018001900
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 878 18.65886  71.67018  2.41875 6.36 8.49 1883.69
EqDiameter 878 4.10884 2.62597 0.08862 2.85 3.29 48.97
Length 878 5.52021 3.7799 0.12757 2.63 4.71 66.02
Circularity 878 0.89131 0.13133 0.00443 0.311 0.926 1
Elongation 878 1.89205 0.66955 0.0226 1.08 1.62 6.02

Nombre de particules par image acquise

Moyenne 109.75

Déviation standard 112.46

Nombre de particules rapportéa la surface du filtre

2668

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

530

Le lot 5917158882- suit la méme tendance, avec plus de particules majoritairement rondes.
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¢ Echantillon 14

Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

59171588774
A Elongation
€
5
o
o
* T v v v
= Nombre de particules par image acquise
3 Moyenne 115.3
O P
T Déviation standard | 53.7
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
S
600 A Length - — -
500 Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre
£ 300
3 200 2803
© 109
10 20 30 40 50 Nombre de particules rapporté au volume filtré
N EgDiameter (particule/ml)
15 623
=1
o
O
10 20 20 20 50 60 70
Y Area
. 400
c
3 200
C
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 807 17.07197  48.04627  1.69131 6.36 6.36 733.96
EqDiameter 807 3.87667 2.59436 0.09133 2.85 2.85 30.57
Length 807 568358  4.98883 0.17562 2.63 4.45 63.9
Circularity 807 0.85336 0.15442 0.00544 0.256 0.9 1
Elongation 807 2.12249 0.76485 0.02692 1.08 2.01 6.68
Idem pour le plasma 59171588774.
¢ Echantillon?7
59171619075
. - Elongation
Attention, filtre  160] LN Etongation _
. = 1204
bloqué S “80
8 401
0] B T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13_14 15 16 17
N Ci i - - -
2807 N Circularity Nombre de particules par image acquise
. 1604
5 158« Moyenne 39.7
S 0] Déviation standard 17.6
0 : T 1 ; r r i f
0.0 0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 8 0.9 1.0
200 N Length | Nombre de particules rapporté a la surface du filtre
.. 150 966
S 100
§ 50
0 o % Nombre de particules rapporté au volume filtré
N . i
20 Y EqDiameter (particule/ml)
~ 160 536
€ 120
3 80
O 40
0 v v v
0 20 40 60
200 N Area
2 120
S 80
8 40
0 ' T v
0 100 200 300
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 278 17.20622  38.50042 2.3091 2.12 4.24 313.95
EqDiameter 278 3.57554 3.02552 0.18146 1.64 2.32 19.99
Length 278 4.97558 6.41227 0.38458 1.46 2.91 67.81
Circularity 278 0.91456 0.16727 0.01003 0.109 1 1
Elongation 278 1.67608 1.16534 0.06989 1 1.49 16.59

Le plasma 59171619075 & un nombre de particules accru, mais les tailles restent faibles, avec
toutefois quelques particules allongées.
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¢ Echantillon 3

Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

59171044312
161 AXYY Elongation
Attention, filtre . 2]
bloqué 3 o
0 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
200 XY Circularity
_ i28~ Nombre de particules par image acquise
§ 804 Moyenne 76.7
40 .
o % . . . . ; . . ] : Déviation standard_ | 35.8
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
200 N Length
160 N\Vteng Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre
= 120
§ 80 1864
8 40
0 T v T v r - - —
0 20 40 60 100 Nombre de particules rapporté au volume filtré
T .
200 XY EqDiameter (particule/ml)
150
£ 100 690
§ =0
0 5 10 15 20 2 20 3 40 45 50
160 A Area
= 120
S 80
8 40
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 232 19.91341  67.24114  4.4146 2.12 4.24 755.17
EqDiameter 232 3.37621 3.74343 0.24577 1.64 2.32 31.01
Length 232 537681  11.10337  0.72897 1.46 2,91 103.49
Circularity 232 091811  0.18275 0.012 0.092 1 1
Elongation 232 1.83034 1.9092 0.12535 1 1.34 19.83

Le plasma 59171044312 a un profil tres similaire, avec plus de particules.

¢ Echantillon 10

59171619198
R Flanmation
600 XYY Elongation
500
= 400
S 300
3 200
(6] 108
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
2001 XY Circularity
£ 400
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8] 108~ .
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
N
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600
£ 450
3 300
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0 4
0 50
R EnNiametor
800 XY EgDiameter
~ 600
S 400
3 200
0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
600 XY Area
2 450
S 300
S 150
0 T T T T ™ T
0 100 200 300 400 500 600
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 1008 16.64362 48.89991 1.5402 212 6.36 632.14
EgDiameter 1008 3.68854 2.75678 0.08683 1.64 2.85 28.37
Length 1008 5.84052 9.00378 0.28359 1.46 437 130.81
Circularity 1008 0.84853 0.20072 0.00632 0.081 0.939 1
Elongation 1008 1.97536 1.41236 0.04449 1 1.62 18.44

Le plasma 59171619198 est semblable,
'allongement des particules.
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Nombre de particules par image acquise

Moyenne 126

Déviation standard 80

Nombre de particules rapportéa la surface du filtre

3064

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

851

avec plus de particules et une augmentation de
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Version : 03

¢ Echantillon 18

59171588643 15001 S Elongation
.. 12009
s
8 3004
0+ T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1200 XY circularity
9004 . . .
§ 6001 Nombre de particules par image acquise
o 303’ Moyenne 191
0.0 01 02 03 04 05 056 07 0.8 09 1.0 Déviation standard 81.3
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1200 . 7 s .
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8 500 4644
0 10 2‘0 3‘0 4‘0 50 éO 7‘0 éO 9‘0 160 1:‘[0 léO 12‘50 11‘10 150
1800 XY EqDiameter Nombre de particules rapporté au volume filtré
g 1200 (particule/ml)
3 ggg 1032
0 5 10 15 20 2 30 E3 4 45 50
191 INITE,
z !
3 AOO—iL
O 2004
0

T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Standard  Standard

N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 2101 17.06677 71.35999 1.55683 6.36 8.49 1747.93
EqDiameter 2101 3.94645 2.48377 0.05419 2.85 3.29 47.18
Length 2101 5.41672 6.09494 0.13297 2.63 4.71 143.47
Circularity 2101 0.90827 0.13616 0.00297 0.105 0.954 1
Elongation 2101 1.75045 0.61626 0.01344 1.08 16 9.49

Le plasma 59171588643 suit la méme tendance d’augmentation du nombre de particules, avec
une portion importante de forme allongée.

e Echantillon11

59171588811
AXY Elongation
=
5
o
O
5 6 7 8 9 10
XY Circularity
= 4007 § Nombre de particules par image acquise
g, 200 \\\\\Q\§§ Moyenne 166.3
3 N P
0 T v T y f AT IR Déviation standard 127.4
0.0 0.1 0.2 03 0.4 05 06 07 08 0.9 1.0
800 N Length P
_ 600 Nombre de particules rapportéa la surface du filtre
g
5 400
3 20 4043
0 . : : : . . :
0 50 100 150 200 250 300 350 - P ——
e Nombre de particules rapporté au volume filtré
1000 XYY Egbiameter p rapp
800 — (particule/ml)
g 1123
8 200
0 ; v v v v v v v v v v v
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130
1000 § N\area
8007
£ 600
4001
3 2004
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 1151 33.72118  394.64279  11.63232 6.36 8.49 12282.19
EgDiameter 1151 4.11293 5.10422 0.15045 2.85 3.29 125.05
Length 1151 6.13159 14.54718 0.42879 2.63 437 372.59
Circularity 1151 0.87251 0.15211 0.00448 0.096 0.9 1
Elongation 1151 1.90617 0.67448 0.01988 1.08 1.62 5.91

Le plasma 59171588811 montre un grand nombre de particules et une augmentation de leur taille
globale.
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Echantillon 17

Seconde analyse

Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

I N a—
5917158874- 500 NV Elongation
004
1
S 1004
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11
3007 N Circularity | Nombre de particules par image acquise
£ 2201 . §§ Moyenne 81.1
5 1504 \\\ \\ —
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S 75 s e RN
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0 10 20 20 40 50 60 70
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= 2004
3
o
° o
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 811 38.74927 15401205  5.40809 6.36 12.73 3686.47
EqDiameter 811 541572 4.47654  0.15719 2.85 4.03 68.51
Length 811 820491 1419326  0.49839 2.63 471 343.63
Circularity 811 082979  0.18429  0.00647 0.092 0.899 1
Elongation 811 191686  0.80786  0.02837 1.08 162 10.86

Le lot 5917158874- présente un nombre moindre de particules, possédant un profil plus allongée
que le plasma 59171588811

Echantillon 13

59171588694

Count

R Elongation

8 9 10
N circularity

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 136.4

Déviation standard | 37.5

Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre

3316

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

S|
o
§ w0 R N
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
N
600 Y Length
£ 400
3 2004
S
] T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
800 XYY EqDiameter
. 600
§ 400
S 200
0 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
S
800] N Area
. 600
% 400
8 200
] T T T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000
Standard  Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 1091 3843163  556.26723  16.84113 6.36 8.49 18312.97
EqDiameter 1091 4.57826 5.29243 0.16023 2.85 3.29 152.7
Length 1091 7.52296 23.26776 0.70444 2.63 471 742.3
Circularity 1091 0.80956 0.1874 0.00567 0.098 0.839 1
Elongation 1091 2.09062 0.75123 0.02274 1.08 19 6

737

De méme qu’un nombre élevé de particules, le plasma 59171588694 présente des particules
allongées de grande taille (atteignant ~750 pum).

f ‘{Lyon 1

®

ESS S
IBCP

59



¢ Echantillon 15

Référence

- INNOV-EFS-002

Version : 03

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 184.8

Déviation standard | 122

Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre

4493

Nombre de particules rapporté au volume filtré
(particule/ml)

998

IS T
59171588600 i400< Y Elongation
- gg
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1200
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3 6009
S 300
0 T T T T . T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Standard Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 1848 26.10907  245.87332 571953 4.24 4.24 8455.41
EgDiameter 1848 3.42565 4.63817 0.10789 2.32 232 103.76
Length 1848 5.74142 27.4764 0.63916 2.63 291 1014.87
Circularity 1848 093774  0.14425  0.00336 0.025 1 1
Elongation 1848 2.00541 0.4895 0.01139 1.08 2 8.35

Le plasma 59171588600

suit la méme tendance que le précédent, avec environ

particules/ml, dont les allongées peuvent atteindre plus d’'un millimétre.

¢ Echantillon 16

1000

Nombre de particules par image acquise
Moyenne 208.2

Déviation standard | 90.9

Nombre de particules rapporté a la surface dufiltre

5062

Nombre de particules rapporté au volume filtré

(particule/ml)

1125

59171588723 —
1500 XY Elongation
1200
oy
500
S 3009
0+ T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
2100 XY circularity
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= 12001
S 76001
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0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0
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0 5= T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
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1800 Y EqDiameter
1500
= 1300
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
1800 XY Area }—
15004
= 12004
€ 5004
S 600
O 300
0 1000 2000 3000 4000 5000 ~ 6000 7000 8000 9000
Standard  Standard
N Mean deviation error Minimum Median Maximum
Area 2082 17.52779 228.60179 5.01002 4.24 4.24 9441.8
EgDiameter 2082 3.11409 3.5522 0.07785 2.32 2.32 109.64
Length 2082 4.58978 13.51596 0.29621 2.63 2.91 450.64
Circularity 2082 0.94929 0.12685 0.00278 0.071 1 1
Elongation 2082 1.99145 0.43952 0.00963 1.08 2 10.22

Le plasma 59171588723 a un taux de particule trés éleveé, et des tailles importantes.
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Référence : INNOV-EFS-002

Version : 03

Les différences de nombres de particules dans les différents lots de plasma sont confirmées
statistiguement. Deux populations se dessinent :

« Nombre de particules proche des solutions filtrées d'eau, PBS et citrate: lots
n°59171480050, 59171619147, 5917161926-, 59171044291, 59171044443, 59171044216,
59171588870 et 59171588854

« Nombre de particules supérieures aux solutions: lots n°5917104438-, 5917158882-,
59171588774, 59171619075, 59171044312, 59171619198, 59171588643, 59171588811,
5917158874-, 59171588694, 59171588600, 59171588723

* Analyse statistique du nombre de particules par lot

Nombre de particules par image rapporté  la surface du filtre et au volume filtré (particule/mi)

Echantillon1 - E illon2 - E 3- E i 4 redo- E illon5 - E = Echantillon7 - Echantillon8 - Echantillon9 - Echantillon10-
59171044443 59171044216 59171044312 5917104438~ 59171044291 59171480050 59171619075 59171619147 5917161926~ 59171619198
Moyenne 167 221 690 326 119 65 536 76 95 851
Déviation standard 113 121 322 102 =5 37 238 28 29 540
Echantillon11- Echantillon12 - Echantillon13- Echantillon14- Echantillon15- Echantillon16-  Echantillon17redo - 2 il 18- 2 il 19- 2 i 20-
59171588811 5917158882~ 59171588694 59171588774 59171588600 59171588723 5917158874~ 59171588643 59171588854 59171588870
Moyenne 1123 593 737 623 998 1125 730 1032 243 204
Déviation standard 861 608 203 290 659 491 253 439 64 41

Box-and-Whisker Plot
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VII. Conclusions
Plusieurs conclusions peuvent étre tirées des analyses qualitative et quantitative de différents lots
de plasma.

1- les filtres 0.22 um utilisés présentent des particules riches en calcium ou riches en fer-chrome-
nickel-aluminium-silicium. Si le fer-chrome-nickel laisse supposer a l'inox du scalpel utilisé pour
isoler le filtre de son support, 'aluminium-silicium ne peut y étre associé.

2- Des solutions préalablement filtrées de PBS ou d'eau ultra pure ajoutent la présence de
particules de plastique, de particules riches en silicium, calcium et titane, ou de particules riches en
silicium, magnésium et chlore.

- La provenance des particules sur le filtre nu et dans les solutions préalablement filtrées
est incertaine mais souléve la possibilité de conta mination malgré nos efforts.

3- Le passage d'eau ou de PBS dans les poches Macopharma fait apparaitre des particules
fibrillaires ou rondes contenant des microparticules d’aluminium ou de titane. Par ailleurs, des
particules contenant I'association singuliére cuivre-zinc apparaissent. Enfin des microparticules de
fer font également leur apparition.

4- La solution de citrate montre la présence de microparticules de fer et de plus grosses particules
d’aluminium, ainsi que des particules contenant du zinc dans un substrat calcium-potassium-
silicium-soufre-chlore-sodium.

5- Aprés passage de la solution de citrate dans une poche Macopharma, les particules sont a
nouveau présentes, ainsi que les microparticules d’aluminium.

- Les poches Macopharma semblent donc entrainer I'ap parition de particules riches en
aluminium, fer et cuivre-zinc.

6- Tous les échantillons issus des différents plasmas contiennent des particules. Néanmoins, leur
nombre, taille et forme varient.

7- Les particules sont globalement de faible taille (< 50 um) avec une minorité de tailles plus
importantes.

8- Si le nombre, la forme et la taille des particules de certains échantillons se rapprochent des
nombres, formes et tailles de particules présentes sur les filtres nus (n°59171619198 et
59171619075, 5917158882-, 59171588854), c’'est une minorité.

-> Pour une majorité d'échantillons, les particules p roviennent bien des plasmas

9- Les particules fibrillaires présentes dans les échantillons de plasma sont principalement
composées de chlore et de calcium, avec des particules de fer ou cuivre-zinc possiblement issues
des poches Macopharma.

- Les particules ne possédant pas la signature des p  oches Macopharma semblent
principalement constituées de sodium, de chlore et de calcium, avec la présence de silicium,
de soufre, de potassium et de magnésium.

- Ces particules ne rappellent pas les signatures él  émentaires du joint noir ou de la
céramique précédemment détectées lors de I'étude IN  NOV-EFS-001, de par leur composition
et la distribution des éléments dans les particules

La quantification des particules issues des différents plasmas permet de mieux définir certaines
caractéristiques des différents échantillons.

10- Les particules mesurées sont en majorité de faible taille (< 50 pm) et majoritairement rondes ou
globulaires.

11- Les filtres nus présentent un faible taux de particules de trés faible taille par filtre, qui représente

un niveau basal.
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12- La filtration d’eau pure, de PBS ou de citrate entraine une augmentation notable du nombre de
particules, mais pas de changement notable de leurs caractéristiques morphologiques.

13- Le passage des solutions dans les poches Macopharma n’entraine pas de modification du
nombre ou caractéristigues morphologiques des particules, si ce n'est une augmentation en nombre
avec du PBS. Néanmoins, cette augmentation n’est pas statistiquement significative.

14- Le nombre quantifié de particules par ml dans les plasmas permet de grouper deux populations :

- Une population proche des solutions filtrées (n°59 171480050, 59171619147, 5917161926-,
59171044291, 59171044443, 59171044216, 59171588870 et 59171588854)

- Une population dont le nombre de particule/ml dépa  sse fortement les solutions filtrées
(n°5917104438-, 5917158882-, 59171588774, 59171619075, 59171044312, 59171619198,
59171588643, 59171588811, 5917158874-, 59171588694, 59171588600, 59171588723)
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