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Original Article

Evaluation of a Novel Automated Volumetric
Flow Cytometer for Absolute CD41 T

Lymphocyte Quantitation

Morgane Gossez,1,2 Christophe Malcus,1 Julie Demaret,1,2 John Frater,3

Françoise Poitevin-Later,1 and Guillaume Monneret1,2*
1Hospices Civils De Lyon, Hôpital Edouard Herriot, Laboratoire D’immunologie, Lyon, F-69003, France

2Universit�e Claude Bernard Lyon 1, Lyon, F-69008, France
3Oxford University, Oxford, UK

Background: Bead-based single platform cytometry technology (SPT) is the gold standard when per-
forming CD4 absolute counting. However, it presents drawbacks as precision depends on various critical
steps (for example, pipetting methodology, overtime stability of beads, stability of fluidics, regular
recalibration. . .) and thus requires skilled operators. The fully automated volumetric SPT AQUIOS CL
(Beckman Coulter) has recently emerged as an alternative with no need of beads. It may help improving
results standardisation and fulfilling requirements for certification (ISO 15189). In this study, we
assessed SPT AQUIOS CL performances in accordance to requirements for ISO 15189 accreditation.

Methods: We evaluated repeatability and reproducibility (precision), bias (trueness), uncertainty (total
error), range limits (linearity, quantification, detection limits), and inter-reagent/inter-sample contamina-
tions in enumerating CD41 T-cells. Concomitantly, we compared AQUIOS CL CD41 T-cell values with
the results obtained with our routine bead-based SPT (that is, FC500 Beckman Coulter, bead-based
SPT), on blood samples from 148 patients representative of clinical laboratory routine workload.

Results: Every result (repeatability, reproducibility, trueness, total error) was below the acceptable
thresholds proposed in international recommendations. Contamination results and range limits (linearity,
quantification, and detection limits) were all found perfectly suitable to routine analysis. The comparison
between AQUIOS CL and FC500 exhibited excellent correlation and agreement (Pearson R5 0.99,
P< 0.001; Lin’s concordance correlation coefficient: Lin qc50.991, Cb5 0.999), and Bland-Altman
analysis did not reveal any systematic error.

Conclusions: Our results demonstrate that, upon subsequent validation in more routine conditions, the
AQUIOS CL could be a suitable tool for clinical flow cytometry laboratories facing accreditation process.
VC 2016 Clinical Cytometry Society

Key terms: CD4; AQUIOS; absolute count; flow cytometry
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Flow cytometry is increasingly used in routine clinical
laboratories for the diagnosis, prognosis, and monitoring
of disease (1). One typical application is the monitoring
of HIV-infected patients as the absolute CD4 T cell
count is a crucial marker of disease progression and anti-
retroviral therapy (ART) efficiency, and is a key compo-
nent of WHO guidelines for initiating ART in HIV-
infected people (2).

There are different flow cytometry-based methods to
determine absolute cell counts. The first technology is
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the dual-platform approach in which CD4 T cell count is
obtained from the absolute count of lymphocytes deter-
mined with a hematological analyzer and subsequently
CD4 T cell percentage (among total lymphocytes) is
determined by flow cytometry (3). Although significant
progress has been achieved in standardization and quality
control (for example, CD45 gating for debris exclusion)
(1,4,5), the combination of multiple technologies leads to
increased variability (1,4–7). It is particularly limiting in
inter-laboratory studies that use different hematological
analyzers (1,3). To overcome these limitations, the single
platform technology (SPT) has been developed.

The SPT measures absolute counts of lymphocyte sub-
sets by a single instrument without the need for the
hematology analyzer. This may rely on volumetric count-
ing and most commonly, the use of internal calibrator
counting microbeads (8–11). Many studies have demon-
strated that implementation of bead-based SPT counting
methods significantly reduced intra- and inter-laboratory
variation in absolute cell counting compared with dual-
platform methods (10,12). So far, this approach is con-
sidered as a gold standard when performing CD4 abso-
lute counting. As an illustrative example, more than 94%
NEQAS participants in CD4 external quality control pro-
gram use bead-based SPT (NEQAS – February 2015).

That given, bead-based SPT also presents quality
requirements (especially in terms of technical expertise,
analyser settings, fluidic stability, time consumption) that
may appear as a limitation to its wider use in various
types of clinical laboratories (1,3). To circumvent this dif-
ficulty, the AQUIOS CL (Beckman Coulter) has recently
emerged as a possible alternative. The AQUIOS CL is a
single platform, fully automated volumetric flow cytome-
try technology, with no need of beads to determine abso-
lute cell count. Therefore, it could more easily comply
with standardization requirements defined for ISO 15189
accreditation and thus may better fit with recommenda-
tions from various societies regarding the management of
clinical flow cytometry quality procedures (13–16). Over-
all, this novel technology may help in improving results
standardization which remains a critical point for making
clinical diagnostics comparable between different labora-
tories and for multicentric studies (17).

In the present study, we have assessed AQUIOS CL
performances in accordance with standard necessary for
clinical cytometry quality, in a context of ISO 15189
accreditation process (13–16). We evaluated reproduci-
bility and repeatability (precision), bias/trueness, uncer-
tainty (total error), measurement range limits, inter-
reagent and inter-sample contaminations in enumerating
CD41 T cells. In addition, we concomitantly compared
AQUIOS CL CD41 T cell values with those obtained
from our routine bead-based SPT.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Peripheral blood samples were obtained from 148
patients at random from our routine work load. They

were collected in K3EDTA (BD VacutainerVR , Plymouth,
UK), kept at room temperature (22–258C) and analyzed
upon arrival within 24 h after collection. The samples
were processed by skilled operators. The cohort com-
prised 148 individuals from 5 weeks to 82 years old
(including 15 patients under 18 years old); sex ratio
men/women was 1.3. Main aetiologies were HIV-infection
(66%), hematologic malignancies with or without bone-
marrow transplant (13%), auto-immune or inflammatory
pathologies (8%), infections (4%, including tuberculosis,
meningitis, septic shock), immune deficiencies (3%),
nephrotic syndrome (3%), various cancers (1%).

CD4 T-Cell Quantitation Method Comparison

The CD41 T cell absolute counts (and percentages)
were performed on AQUIOS CL and FC500 (both cytom-
eters from Beckman Coulter, Hialeah, FL).

Bead-based SPT: FC500 (BeckmanCoulter)

Daily internal quality controls (IQC) were run using
Flow Check Fluorospheres and IMMUNO-TROLTMCells.
For cell staining, a ready-to-use mix of antibodies was used
(CYTO-STATVR TetraCHROMETM, Beckman Coulter): CD45-
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)(Clone B3,821F4A)/CD4-
Phycoerythrin (PE)(Clone SFCI12T4D11)/CD8-Phycoery-
thrin Texas RedVR -X (ECD)(Clone SFCI21Thy2D3)/CD3-Phy-
coerythrin-Cyanin 5 (PC5)(Clone UCHT1). Red lysis was
performed with IMMUNOPREPTM Reagents, a no-wash
erythrocyte automated lysing system (Beckman Coulter).
Cell counting was based on the use of microbeads (Flow-
CountTM Fluorospheres, Beckman Coulter) and results
were analyzed using CXP Cytometer 2.2 Software.

Automated volumetric method: AQUIOS CL
(Beckman-Coulter)

This is a direct volumetric single-platform method (11).
Pipeline sample processing is possible thanks to 2 multi-
tasking probes: one probe is dedicated to cap piercing
and sample preparation in a 96 well microplate, while
the other aspirates prepared sample for analysis. While
the first sample is incubated, the system continues to pre-
pare additional samples and adds them to the queue.
Whole blood (140 lL) is added to each well, then spe-
cific staining of leukocytes is accomplished by incubating
whole blood with the monoclonal antibody reagent. The
red blood cells are then removed by no-wash erythrocyte
lysis and the remaining leukocytes are analyzed by flow
cytometry. It uses a 488 nm solid state diode laser to
measure light diffraction, fluorescence and electronic vol-
ume which estimates the relative size of the cells. For
cell staining, a ready-to-use mix of antibodies was used
(Panel AQUIOS Tetra-1, Beckman Coulter): CD45-
Fluorescein Isothiocyanate (FITC)(Clone B3,821F4A)/
CD4-Phycoerythrin (PE)(Clone SFCI12T4D11)/CD8-Phy-
coerythrin Texas RedVR -X (ECD)(Clone SFCI21Thy2D3)/
CD3-Phycoerythrin-Cyanin 5 (PC5)(Clone UCHT1). The
gating strategy includes forward (FS) and side (SS) scatter
characteristics, SS/CD45 gating and incorporates
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Electronic Volume (EV) parameter in a dual parameter
gate EV/SS, in order to improve the purity and recovery
of total lymphocytes (Fig. 1). The EV measurement is
based on the Coulter principle (Coulter W, 1953, Patent
number 26 56508). Within the evaluation period, it was
assessed by running both Aquios IMMUNO-TROLTM Cells
and IMMUNO-TROLTM Low Cells twice a day.

Aquios Performance Characteristics

To analyze the performance characteristics, we fol-
lowed the COFRAC guidelines (COmit�e FRançais
ACcr�editation “French committee for accreditation,
www.cofrac.fr). We followed procedures SH-GTA-04
(http://www.cofrac.fr/documentation/SH-GTA-04), and
SH-GTA-14 (https://www.cofrac.fr/documentation/SH-
GTA-14)) which both rely on ISO 5725–1:1994, and IEC
Guide 98–3:2008 (reissue of 1995 version of the interna-
tional Guide to the Expression of Uncertainty in Mea-
surement, GUM (www.bipm.org/utils/common/docu-
ments/jcgm/JCGM_100_2008_E.pdf)).

Repeatability

This was estimated as the coefficient of variation (%
CV) of CD4 T cell determinations (n5 31) made under
repeatability conditions, meaning that the operator, the
instrument and the laboratory are the same, and the time
interval is kept short. For this purpose, we used Aquios
IMMUNO-TROLTM Cells (lot number 6170002) and Aquios
IMMUNO-TROLTM Low Cells (lot number 6180003).

Reproducibility (intermediate precision): intra-laboratory

variability of CD4 T cell measurements

This takes into account many more sources of varia-
tion than repeatability (for example, additional variation
due to the measurements being performed over a longer
period of time). It was estimated as % CV of CD4 T cell
determinations performed during 29 days (including 23
working days). For this purpose, we used Aquios
IMMUNO-TROLTM Cells (lot number 6170002) and
Aquios IMMUNO-TROLTM Low Cells (lot number
6180003), n5 38 and 36 respectively.

FIG. 1. Lymphocyte gating strategy for T CD4 counting on the Aquios. (A) A first region (“cells”) is defined on SS/FS graph to exclude debris. (B)
From “cells” gate, a region (“Lymphs EV”) is defined on SS/EV graph to exclude monocytes and neutrophils. (C) From “cells” gate, an additional
region (“Lymphs 45”) is defined on CD45/SS graph to ensure good lymphocyte purity. Then, two Boolean gates are created: “Lymphs all” is “Cells”
AND (“Lymphs EV” OR “Lymphs 45”), to improve recovery; and “Lymphs” is “cells” AND (“Lymphs EV” AND “Lymphs 45”) to improve purity (to
provide % of CD41 cells among total lymphocytes). (D) From “Lymphs all”, a region “CD3 all” is defined on a monoparametric CD3 histogram. (E)
From “CD3 all”, on a CD8/CD4 graph, a quadrangular region defines 4 sub-populations including the CD41/CD8- subset that permits CD4 enumera-
tion (illustrative graphs from one patient analysed on AQUIOS CL). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at wileyonlineli-
brary.com.]
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Bias/trueness

The trueness refers to the closeness of agreement
between the arithmetic mean of a large number of test
results and the true or accepted reference value. We
could not use the AQUIOS CL IQC as there was no
external quality assurance (EQA) program dedicated to
AQUIOS CL (newly commercialised). Thus, the % CV of
repeated CD4 T cell measurements over several days
of the quality controls FC500 IMMUNO-TROLTMCells
(lot number 7587066) and FC500 IMMUNO-TROLTM

LowCells (lot number 7609082) were compared with
those of laboratories participating in the inter-laboratory
Quality Assurance Program of Cytometry (IQAP, Beck-
man Coulter) and using the same lots of internal quality
controls. Results (Aquios, that is, “m”) to those of labo-
ratories participating in the inter-laboratory Quality
Assurance Program of Cytometry (IQAP, Beckman
Coulter) and using the same lots of internal quality con-
trols (peer-group, that is, “v”).The bias was estimated as
(m-v)/v x 100.

Uncertainty in Measurement (Total Error): Accuracy of

CD4 T Cell Determinations

This represents intermediate precision and uncer-
tainty related to trueness (bias). According to the GUM,
intra-laboratory reproducibility is a “Type A” uncertainty,
and has been evaluated by repeated measurements of
IQC (FC500 IMMUNO-TROLTMCells, lot number
7587066 and IMMUNO-TROLTMLowCells, lot number
7609082) used to estimate a standard deviation
(u(IQC)). The uncertainty related to trueness has
been determined via the EQA results (u(EQA)). As the
distribution of the bias represented by MeanAquios
2Meanpeer-group is not known, we determined this
“Type B” uncertainty assuming a uniform distribution, as
u(EQA)5 (MeanAquios2Meanpeer-group)/Î3. These two
identified sources were then combined by “error-
propagation” formulas leading to the combined standard
uncertainty Uc5 Î(u2(IQC)1 u2(EQA)). Finally, the
expanded uncertainty (Up) was obtained multiplying Uc
by the coverage factor kp5 2, to provide an interval
about the result of a measurement that may be expected
to encompass 95% of the distribution of values that
could reasonably be attributed to the measuring. This
interval represents the total analytical error. This total
error has been also expressed as percentage for both
levels of concentration, using the target values given by
the manufacturer for each IQC (18–20).

Inter-reagent contamination

CD4 T cell count was determined 10 times on a
unique blood sample (Panel AQUIOS Tetra-1). Then, on
the same blood sample, CD4 T cell measurements were
determined 10 times alternatively with the determina-
tion of B and NK cells (Panel AQUIOS Tetra-2). Results
from the two batches were finally compared with high-
light a potential contamination inter-reagent.

Inter-sample contamination

A blood sample with 1122 CD4 T cells/mL was ana-
lyzed 3 times (H1, H2, H3, mean mH); then a blood
sample with a low CD4 T cells concentration of 99 CD4
T cells/mL was measured 3 times (L1, L2, L3). This
experimental scheme was repeated 5 times. Means of all
L1 (mL1) and all L3 (mL3) were calculated and com-
pared using a Student Test. The degree of contamination
is then calculated as (mL1-mL3)/(mH-mL3) 3 100.

Measurement Range Limits

Linearity limit

Blood samples of 45 patients collected the same day
were pooled. Then, PBMC were isolated by density cen-
trifugation over Ficoll and re-suspended in 1 mL of 1X
concentrated Hanks solution and 1 mL of fetal bovine
serum. This sample was then diluted several times and
the CD4 T cell count measured twice for each dilution.

Quantification limit

A blood sample with a CD4 T cell measured concentra-
tion of 600 cells/mL was successively diluted 1:2 ten
times. The quantification limit was estimated as the mean
of the CD4 T cell measurements of the dilution corre-
sponding to a 10% CV and determined on Horwitz curve.

Detection limit

This was estimated by repeated measurement of CD4
T cells in leukocyte-depleted plasma.

Agreement between AQUIOS CL and FC500 Methods

Results from the two platforms were assessed by lin-
ear regression analysis, Lin concordance correlation
coefficient and Bland Altman statistical method.

Statistical methods

For each characteristic studied, mean and SD were
calculated. When there were less than 30 values for the
tested parameter, the normal distribution was verified
by the Kolmogorov-Smirnov normality test before per-
forming a Student’s T test. Pearson correlation coeffi-
cient (R) was calculated, and the slope and intercept of
each linear regression analysis were compared respec-
tively to 1 and 0 by using student tests (http://www.
cofrac.fr/documentation/SH-GTA-04). In addition, Lin
concordance correlation coefficient qc has been also cal-
culated. The bias correction factor Cb measures how far
the best-fit line deviates from the identity line (21).The
Bland-Altman data includes a bias value, estimated by
the mean difference (d), a bias error which is the stand-
ard deviation of the differences (S), and the precision
represented by the upper and lower limits of agreement
(if the differences are Normally distributed, 95% of them
will lie between these limits) (22). All statistical analyses
were processed using SPSS 19.0 software (Chicago, IL).
Statistical significance was defined by a two-sided P val-
ues of< 0.05.
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RESULTS

Performance Characteristics of Aquios Technology

Repeatability

The % CV of repeatability calculated from repeated
measurements (on the same day) of IMMUNO-TROLTM

Cells and IMMUNO-TROLTM Low Cells was 2.2 and 4.7,
respectively (Table 1). In comparison, the % CV of repeat-
ability determined during the validation of method of the
FC500 (ISO 15189, personal data) was 2.7 and 4.2 using
samples from patients with about 1,200 CD4 T cells/mL
and 200 CD4 T cells/mL, respectively (Table 1).

Reproducibility

For the AQUIOS CL, the first lots used during 1 month
(lot number 6170002 and 6180003, measured 38 and 36
times respectively) showed % CV of 3.3 and 9.2 (Table
2). Meanwhile, in comparison, the FC500 cytometer
showed % CV of 3.9 and 6.7, respectively, for similar lev-
els of CD4 T cells (Table 2). A second batch of internal
controls was then used on the AQUIOS CL during 16
additional days (lot number 6170003 and 6180004,
measured 24 times each) showing a % CV of 3.4 and 5.1
respectively. In all cases, values remained largely within
desirable range established for CD41 T-lymphocytes
(that is, <12.5%, Ricos et al. https://www.westgard.
com/biodatabase1.htm)

Trueness

As there is no interlaboratory quality assurance pro-
gram (IQAP) dedicated to AQUIOS CL, we used reagents
devoted to FC500 IQAP (that is, IMMUNO-TROLTMCells
and IMMUNO-TROLTMLow). The results are shown in
Table 3. All biases were below 3.3%. No recommenda-
tion is available yet from Ricos et al. for CD4 T cell
count inaccuracy, but we can still compare these results
with desirable specification for total lymphocyte count
inaccuracy, which is <9.19% (https://www.westgard.
com/biodatabase1.htm)

Uncertainty in measurement

Total errors have been calculated with the reproduci-
bility of AQUIOS CL IMMUNO-TROLTMCells (Lot
6170002) and IMMUNO-TROLTMLow Cells (Lot
6180003), and EQA results of FC 500 IMMUNO-
TROLTMCells (Lot 7587066) and IMMUNO-TROLTMLow
Cells (Lot 7609082). For high and low concentrations of
CD4 T cell counts, total errors were 44 and 12 cells/mL
respectively, representing 7.3 and 11.2% of the target
values of the AQUIOS CL internal quality controls used
(Table 4). Uncertainty estimates address error from all
possible effects (both systematic and random) and usu-
ally is the most appropriate means of expressing the
accuracy of results. Ricos et al. do not give recommen-
dation for CD4 T cell count total error, so we compared
our results with the specification for total lymphocyte
count: total error should not be above 17.6% (https://
www.westgard.com/biodatabase1.htm).

Inter-sample contamination

We did not find significant difference between mL1
and mL3. Contamination degree was found at 0.3%.
Those values indicate there was no any contamination
between samples.

Inter-reagent contamination

We found a weak but significant difference between
the mean of CD4 T cell counts analyzed alone (276
cells/mL) and the mean of CD4 T cell counts (293 cells/
mL) measured when alternated with B and NK cell
counting (P5 0.028).

Measurement of range limits

Serial dilutions of a concentrated CD4 T cell sample
showed no linearity limit observed in the concentration
range studied on AQUIOS CL, until approximately 19
000 CD4 T cells/mL (Fig. 2). For total lymphocytes, we
observed no linearity limit up to 55 000 cells/mL (data
not shown). The quantification limit of AQUIOS CL has

Table 1
Repeatability of CD4 T Cells Determination on AQUIOS CL and FC500

Instrument Levels Lots Counts Mean (cells/mL) SD (cells/mL) CV (%)

AQUIOS CL IMMUNO-TROLTM Cells 6170002 31 625.8 13.90 2.2
IMMUNO-TROLTM Low Cells 6180003 31 150.8 7.02 4.7

FC500 Patient sample of high concentrationa 2 20 1,227.2 33.19 2.7
Patient sample of low concentrationa 2 20 194.3 8.15 4.2

aResults obtained during validation method process (personal data).

Table 2
Reproducibility of CD4 T Cell Determinations on AQUIOS CL and FC500

Instrument Levels Lots Counts Mean (cells/mL) SD (cells/mL) CV (%)

AQUIOS CL IMMUNO-TROLTM Cells 6170002 38 632 20.62 3.26
IMMUNO-TROLTM Low Cells 6180003 36 146 13.42 9.20

FC500 IMMUNO-TROLTM Cells 7587066 27 614.5 24.16 3.93
IMMUNO-TROLTM Low Cells 7609082 27 115.8 7.75 6.69
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been determined with the Horwitz curve method (Fig.
3) which showed that with a 10% CV, CD4 T cell count
limitation is around 20 cells/mL (which is similar to
those reported by manufacturers for bead-based SPT).
The detection limit was assessed on cell-depleted
plasma. As expected, AQUIOS CL did not provide any
results for the CD4 T cell counts.

Comparison of Methods

For this purpose, we used CD4 values (n5 148) from
FC500 as references. The distribution of CD4 T cell
count measured on both cytometers from the same sam-
ples is depicted in Figure 4. There was an excellent lin-
ear correlation between both measurement methods.
The coefficient R2 was 0.984 (Pearson correlation coeffi-
cient, P< 0.001); the slope did not differ from 1
(P< 0.001) showing no systematic proportional differ-
ence between both results (Fig. 5). Of note, the inter-
cept was different from 0 (1 31 CD4/mL; P< 0.001),
pointing out a potential minor bias (that is, AQUIOS CL
results were slightly higher than those of FC500). Lin
concordance correlation coefficient qc was 0.991 (CI95
[0.988 – 0.994]) and the bias correction factor Cb was
0.999, indicating a very good agreement between results
from both cytometers. Finally, a Bland-Altman plot of
the differences between the two methods was drawn
(Fig. 6). The mean of the differences was 21.17 cells/mL
(standard error5 63 CD4 T cells/mL) which is negligible
considering desirable specification for total error, repro-
ducibility and bias. Accordingly, no systematic error was
apparent (Fig. 6). Most of the differences in measure-
ments were within the 95% confidence interval of the
mean difference, confirming a good agreement between
both methods of CD4 T cell quantitation.

DISCUSSION

In the present study, we carried out an evaluation of
the performances of AQUIOS CL according to ISO15
189 guidelines. Overall, our results indicate for the first
time that the AQUIOS CL meets the level of provision
required for ISO 15 189 accreditation. In addition, com-
paring with bead-based SPT provided excellent results.

Repeatability values were excellent (<5%) at high and
low CD4 levels (and comparable to those observed on
FC500). Reproducibility results, although acceptable
indicated a rather elevated CV at low CD4 T cell levels
(9.2%). This result may be explained by minor mechani-
cal issues during the evaluation period. For example, a
protection fuse against high pressure had blown, inter-
fering with the sample preparation probe operation, and
the wash prep pump had to be replaced due to insuffi-
cient power. Reproducibility values obtained subse-
quently on a second lot of internal control were better
(CV< 5.2%). As the latter value was obtained on only 24
measurements, this point should be confirmed by fur-
ther evaluation. Trueness and total error were found to
be largely below the acceptable thresholds proposed by
Ricos et al. regarding total lymphocytes. There was no
inter-sample contamination during analysis. We observed
a weak but significant inter-reagent contamination
although it remains difficult to explain how antibodies
dedicated to B and NK counting may increase CD4 val-
ues. Nevertheless, this result has to be carefully inter-
preted because this experiment has been made before
the waste prep pump had been replaced. Range limits
(linearity limit, quantification limit, detection limit) were
all found suitable for routine analysis. Finally, the com-
parison between AQUIOS CL and FC500 showed a very
good agreement between both cytometers. Overall, this
indicated that the CD4 T cell measurements were not
influenced by the counting method used. Of note, the
investigated cohort was representative of routine clinical

Table 3
Trueness of CD4 T Cell Determinations on AQUIOS CL and FC500

Instrument Levels Lots Counts
Mean

(cells/mL)

Mean of
the peer-group

(cells/mL)

Number of
labs in the
peer-group

Bias
with the

peer-group (%)

AQUIOS CL IMMUNO-TROLTM Cells 7587066 27 614.4 633.2 26 22.96
IMMUNO-TROLTM Low Cells 7609082 16 117.2 113.5 50 3.25

FC500 IMMUNO-TROLTM Cells 7587066 27 614.5 633.2 26 22.95
IMMUNO-TROLTM Low Cells 7609082 27 115.8 113.5 50 2.03

As there was no inter-laboratory quality assurance program dedicated to AQUIOS CL available yet, we had to use FC500 IQC
on the AQUIOS CL and compared the results with the peer-group using FC500.

Table 4
Uncertainty in CD4 T Cell Determination on AQUIOS CL

Levels Lots
Target value

(CD4 T-cells/mL)
Total Error (Up)
(CD4 T-cell/mL) Total Error (%)

IMMUNO-TROLTM Cells 7587066 596 44 7.3
IMMUNO-TROLTM Low Cells 7609082 106 12 11.2

The target values of each IQC come from the manufacturer (Beckman-Coulter).
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laboratory work including patients, not only HIV-
infected, with various levels of circulating CD4 T cells.
In addition, we have been able to assess AQUIOS CL in
particular, samples such as from patient with acute leu-
kemia. Despite an important blast cell population, the
CD4 T cell count measured by the AQUIOS CL auto-
matic gating algorithms was similar to the one deter-
mined by a skilled operator manual gating on the FC500
(data not shown). We were also able to detect a CD3-
CD41 cell population of a patient suffering from Sezary
lymphoma. In this case, the CD4 T cell count was again
comparable to the one determined by manual gating on
FC500 (data not shown). Of note, for one sample we
had to proceed to a wash before the red blood cells lysis
on both AQUIOS CL and FC500 to avoid a non-specific
staining responsible for incorrect gating and results of
CD4 T cell count (data not shown). Overall, on 148 sam-
ples, we experienced 4 error messages (delivered by
AQUIOS CL) implying a new analysis. After reanalysis,
there were no diskrepant results compared with those
of FC500.

Despite similar performances to those of FC500 rely-
ing on bead-based SPT, the AQUIOS CL volumetric
approach presents with major advantages. Its daily use
appears simpler than that of bead-based SPT whose pre-
cision depends on various critical steps: most of all,
accurate pipetting methodology in the staining process
[for example, reverse pipetting is known as the most
reliable dispensing method (1)] but also overtime stabil-
ity of expensive counting beads [lot to lot variation, sed-
imentation, floating, aggregation, sticking to the tube
walls and overlapping of fluorescence signals from cells
and beads (1)], regular recalibration and strict mainte-
nance by users and service engineers(1,3). Collectively,
these tasks require skilled operators (10,12). Further-
more, bead-based SPT is time consuming as it relies on
several manual (or semi-automatic) steps (staining, lysis,
beads) while AQUIOS automatically accomplishes the
entire process from whole blood (“load and go” cytome-
ter). The autoloadder holds up to 8 cassettes at a time
with up to 5 sample tubes each; the first result is given
in approximately 20 min from loading and then every 2

FIG. 2. Linearity limit of CD4 T cell measurement by AQUIOS CL.

FIG. 3. Quantification limit of CD4 T cell measurement by AQUIOS
CL. For each dilution, the mean of CD4 T-cell counts and %CV were
used to produce Horwitz curve; The limit of quantification is the CD4
T-cell count matching with a %CV of 10% (dashed line), that is
around 20 CD4 T-cells/mL in the case of the AQUIOS CL analyser.

FIG. 4. Absolute values of CD4 T cells in samples analyzed by
FC500 and AQUIOS CL cytometers. The ranges of CD4 T-cell counts
obtained by each cytometer are presented as the minimum, maximum,
quartiles and median of the values obtained.

FIG. 5. Correlation of CD4 T cell absolute count after measurement
by AQUIOS CL and FC500.
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min. In addition, AQUIOS CL is supposed to offer vari-
ous convenient aspects for routine work. First, the bar-
code scanning systems deals with the number of avail-
able tests, the expiry date and lot numbers of each
reagent, the remaining volume of reagents and the
capacity of waste. This should contribute in better com-
pliance with accreditation requirements. In line,
AQUIOS CL software permits easily monitoring of daily
QC data, to define the internal laboratory statistics and
to compare them to external laboratories. Secondly, in
our hands, the automatic gating algorithm generated
accurate results and mostly avoids the subjective and
potentially time-consuming manual gating. This might be
a critical aspect in terms of standardization between lab-
oratories. Another important advantage is the very lim-
ited exposure to potentially biohazardous material as
there is no need to handle blood samples.

Our study has limitations. We did not assess AQUIOS
CL in routine conditions. First, the whole study has
been performed by a single operator (MG). Some charac-
teristics announced by the manufacturer have not been
evaluated: rate of work, maximum load (we conducted
the study with 2 racks of 5 tubes), use of the single-tube
loading, small volume samples. As we focused on CD41
cell counting, reagents for other applications (for exam-
ple, B and NK determination) have not been tested in
the current work. As the present evaluation period
lasted 1.5 mo, we could not assess the mechanical
robustness of AQUIOS CL which is always a critical
point with newly delivered automated system. Of note,
we experienced minor issues such as replacement of
the waste prep pump, adjustments of the probes and
the blown fuse. In addition, linearity should be further
assessed with a real whole blood specimen with a very
high CD4 count.

In conclusion, this first evaluation of CD41 cell enu-
meration using the AQUIOS CL showed very promising
results. Analytical performances are in agreement with
recommendations and the comparison assessment exhib-
ited excellent correlations between bead-based SPT (that
is, FC500) and AQUIOS CL. Upon validation in more rou-
tine conditions, these preliminary results indicate that

AQUIOS CL could be a suitable tool for clinical flow
cytometry laboratories.
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NUMERATION DES LYMPHOCYTES T EN VALEUR ABSOLUE PAR 
LE CYTOMETRE EN FLUX AQUIOS CL (Beckman Coulter) 

1 Objet 

Ce document décrit les principes d�utilisation de l�AQUIOS CL (Beckman Coulter) pour la numération  
des lymphocytes T en valeur absolue. 

2 Champs d�application 

Cette procédure s�applique à l�analyse des lymphocytes T par les AQUIOS CL AY47058 (Aquios 1) et 
AY39049 (Aquios 2) par le personnel du secteur d�Immunologie cellulaire utilisant ce système. 

3 Responsabilités 

La gestion de cette analyse est sous la responsabilité des Dr F. Poitevin-Later et C. Malcus, ainsi que 
des techniciens et internes habilités. 

4 Définitions et abréviations 

CQI = Contrôle de Qualité Interne
ECD = Electron Coupled Dye (= PE-Texas Red)
EV = Volume Electronique 
FITC = IsoThioCyanate de Fluorescéine 
FS = Diffusion axiale 
GR = Globules Rouges 
LIS = Laboratory Informatic System (= LPM, Laboratory Production Manager) 
PC5 = Phycoérythrine couplé à la Cyanine 5 
PE = Phycoérythrine 
PMT = Tube photomultiplicateur 
RD1 = Phycoérythrine 
SS = Diffusion Latérale 

5 Contenu 

5.1 Présentation de l�AQUIOS CL 

L�AQUIOS CL permet l�identification et la mesure simultanées des pourcentages et des valeurs 
absolues des populations de lymphocytes totaux, de lymphocytes T CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+ et 
du rapport CD4/CD8+. 
Il indique également la numération des leucocytes, les populations CD3+CD4-CD8-, CD3+CD4+CD8+ 
et la différence entre les CD3+ et la somme des CD4+ et CD8+. 
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5.1.1 Principaux composants de l�AQUIOS CL 

Figure 1. Composants de l�AQUIOS CL 

Maintenir la température de la pièce entre 18 °C et 26 °C.  Pour tirer profit de performances 
optimales, la température ambiante ne doit pas fluctuer plus de ± 2,8 °C  lorsque le cytomètre est 
utilisé. 

5.1.2 Principe de mesure 

Le cytomètre en flux AQUIOS CL est un système simple plateforme totalement automatisé qui permet 
une numération des lymphocytes T par analyse volumétrique, sans utilisation de billes calibrées. 
L�AQUIOS CL peut effectuer des analyses multiparamétriques en utilisant un laser solide 488 nm, 
quatre canaux de fluorescence (Fig.2), une détection de diffusion axiale (FS) et de diffusion 
orthogonale (SS), ainsi que des mesures d�amplitudes volumétriques (EV = volume électronique).  
Le panel d�anticorps monoclonaux Tetra-1 est composé de CD45-FITC / CD4-PE / CD8-ECD / CD3-
PC5. 

Figure 2. Filtre optique 

Le détecteur de volume électronique mesure l�impédance électrique de la cellule. La cellule de mesure 
est remplie de liquide de gaine conducteur et contient deux électrodes qui créent un léger courant à 
travers l�ouverture de la cellule de mesure. Lorsqu�une cellule est aspirée dans le canal de la cellule 
de mesure, le volume de la cellule déplace une quantité équivalente de solution électrolyte. Ce 
volume est mesuré sous forme d�impulsions de tension et est appelé volume électronique. Les 
mesures de volume électronique sont basées sur le principe Coulter. 
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5.1.3 Réactifs 

Réactifs Volume 

AQUIOS Tetra-1 panel 50 tests par flacon 

Liquide de gainage AQUIOS, IVD Cubitainer de 10 L 

Agent de nettoyage AQUIOS, IVD Flacon de 500 mL 

Solution d�hypochlorite de sodium 

AQUIOS, IVD 
4 flacons de 50 mL 

Coffret de réactifs de lyse AQUIOS, IVD 
Réactif de lyse A : 1 flacon de 38 mL 
Réactif de lyse B : 1 flacon de 15 mL 

Cellules IMMUNOTROL AQUIOS, IVD 2 flacons de 3 mL 

Cellules IMMUNOTROL AQUIOS Low, IVD 2 flacons de 3 mL 

Plateau de puits profonds AQUIOS, IVD Carton de 50 (plaque de 96 puits) 

Tableau 1. Consommables de l�AQUIOS CL 

Les réactifs AQUIOS utilisent une identité unique de flashcode pour le suivi de la date de péremption, 
de la date de validité après ouverture, des numéros de lot et de contenant. La consommation de 
réactifs et l�utilisation du plateau sont surveillées par le système pendant le traitement des 
échantillons. Les mises à jour de nouveaux réactifs, de l�utilisation du plateau, de la disponibilité du 
réactif et de son emplacement sont affichées après l�ouverture et la fermeture de la porte des 
réactifs. 

ATTENTION : Le suivi de la date de péremption et du délai d�utilisation des réactifs de gaine et des 
flacons d�agent de nettoyage AQUIOS est manuel. 

5.2 Mise en route de l�AQUIOS CL 

• Allumer le cytomètre. 
• Mettre en route le chariot d�alimentation. 
• Allumer la station de travail ; Se connecter à la session Windows en tant qu�AqUser (mdp = 

aquser). 
• Ouvrir le logiciel de l�Aquios et s�identifier en tant qu�utilisateur. 
• Ouvrir la porte des réactifs en appuyant une fois fermement sur la partie supérieure médiane 

de la porte. 
!!! Attention a ne pas inverser les réactifs des 2 Aquios. 

• Sortir le carrousel dédié aux flacons d�anticorps du panel Tétra 1 AQUIOS du réfrigérateur. 
Avant d�y placer un nouveau flacon d�anticorps, remplacer les bouchons d�expédition 
(solides et non perforables) par les bouchons Septa fournis dans l�emballage du réactif. Les 
bouchons Septa doivent être manipulés avec soin pour éviter toute contamination. 
Replacer le carrousel sur la plate-forme du compartiment des réactifs en faisant coïncider les 
deux encoches. 

• Enlever les bouchons des flacons de réactif de lyse A et B AQUIOS (ne pas les jeter) et les 
placer sur le support de plateau dédié du compartiment des réactifs. Vérifiez que les 
étiquettes flashcode soient bien tournées vers l�extérieur. 

• Ajouter 2 mL de solution d�hypochlorite de sodium AQUIOS à un tube de 12 x 75 mm et le 
placer dans la position désignée sur le support de plateau. 

• Insérer un plateau de 96 puits profonds; veiller à ce que le puits A1 du plateau se trouve à 
proximité de l�emplacement A1 du support de plateau et que l�étiquette flashcode soit 
tournée vers l�extérieur. 

• Fermer la porte des réactifs. 

• Sélectionner                dans la barre d�état. 

• Le message �Please ensure the non-piercable reagent caps have been removed or replaced 
as instructed� s�affiche; cliquer sur                   ; le cycle de démarrage s�exécute. 
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• La boîte de dialogue Reagent Levels (Niveaux des réactifs) s�affiche (Fig 3): 
� S�assurer que les niveaux de réactif correspondent au nombre d�échantillons à traiter. 

Si nécessaire, des flacons supplémentaires de réactifs doivent être ajoutés avant le 
début du traitement de la charge de travail. 

� Flacon d�anticorps Tétra 1 AQUIOS : 50 tests 
� Réactif de lyse : 100 tests 

Figure 3. Écran de résumé des tests de niveaux des réactifs 

5.3 Changement des réactifs 

ATTENTION ! Les deux automates AQUIOS CL ne sont pas en réseau +++  
�Les réactifs ne peuvent pas être déplacés d�un appareil à l�autre
Ex : Si un flacon d�anticorps monoclonal a encore 10 tests restants sur l�Aquios 1 et qu�il est déplacé 
vers l�Aquios 2, ce dernier pensera que le flacon est plein (50 tests restants dans le flacon) car il est 
inconnu dans la base de données de cet automate, et continuera à aspirer dans ce flacon, même s�il 
est vide. 

• Veiller à placer le carrousel d�anticorps monoclonaux sur son automate dédié ; se conférer à 
l�étiquette du carrousel. 

• A l�ouverture des réactifs de lyse, noter sur le flacon l�automate sur lequel il va être disposé. 

Pour vérifier la disponibilité des réactifs, sélectionnez                            dans la barre d�état. L�écran de 
résumé des tests de niveaux des réactifs s�affiche (Fig.3). 

• Les réactifs suivants sont automatiquement lus une fois chargés sur l�automate : 
� Panels d�anticorps monoclonaux AQUIOS 
� Réactifs de lyse AQUIOS A et B 
� Plateau de puits profonds AQUIOS 

• Lire le flashcode lors du changement des réactifs suivants en appuyant sur  
� Liquide de gaine AQUIOS 
� Agent de nettoyage AQUIOS 

• Le tube d�hypochlorite de sodium ne nécessite pas de code-barres. 
• Puis, pour tous les réactifs y compris liquide de gaine et agent de nettoyage, cliquer sur « 

Open Reagent Door » (Ouvrir la porte des réactifs) dans la barre d�état et ouvrir la porte des 
réactifs. 

• Remplacer les réactifs. 
• Fermez la porte des réactifs : les réactifs et plateau sont lus, les nouveaux flashcodes 

scannés sont pris en compte dans la base de données de l�AQUIOS CL. 
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• L�écran « Reagent levels » apparait ; fermer et retourner à l�écran principal. 

5.4 Contrôles de qualité internes (CQI) 

Se conformer aux documents : 
� HI-ANA-DE-008 
� HI-ANA-DE-009 
� HI-ANA-DE-010 
� HI-ANA-DE-011 
� HI-ANA-DE-023 
� HI-ANA-DE-025 

Il existe deux niveaux de CQI 
• AQUIOS IMMUNO-TROL Cells (ref B23535)
• AQUIOS IMMUNO-TROL Low Cells (ref B25700)

Les CQI sont à passer 2 fois par jour : 1 niveau le matin avant de lancer la série d�échantillons 
patient et le deuxième niveau à la fin de la journée, avant d�éteindre l�automate. 

� L�ordre de passage des CQI change chaque semaine  
� Cf Planning de passage des CQI : HI-ANA-MT-025  

Chaque flacon peut être utilisé 15 fois (Tétra-1) avec le bouchon ; au-delà, il faut retirer le 
bouchon et passer le CQI en manuel (5 fois de plus) sous peine de boucher l�aiguille d�aspiration par 
des petits débris de caoutchouc provenant du bouchon. 

� Bien noter la date d�ouverture sur le tube+++

Avant d�utiliser un nouveau lot de CQI, les informations reliée à ce numéro de lot doivent être 
enregistrées dans le système : scanner la feuille de résultat de contrôle en appuyant sur   

Passer un CQI : 
• Amener le CQI à température ambiante, en l�agitant continuellement pendant 15 min 

environ 

• Cliquer sur l�onglet « Requests » 
• La fenêtre « Add request » s�ouvre ; cliquer sur le +  
• Sélectionner le test à réaliser dans Test
• Cliquer sur l�icône du code-barres dans Sample ID ; scanner le tube de CQI. 

o Le niveau de CQI et son lot s�affichent automatiquement. 
• Cliquer sur OK puis charger la cassette sur l�automate 
• Ranger les cassettes contenant les CQI au réfrigérateur 

Le système vérifie automatiquement la stabilité électronique, fluidique et optique de l�instrument. 
Les données de contrôle du réactif sont ajoutées aux graphes de Levey-Jennings des écrans CQ : 
Résultats, instrument et dérive de l�instrument drift. 
Un contrôle de compensation est effectué automatiquement lors de l�analyse des réactifs de contrôle. 
Les messages Compensation Passed (Succès de la compensation) ou Compensation Failed 
(Échec de la compensation) s�affichent alors dans le champ Status (État) des résultats d�analyse de 
contrôle. 

5.4.1 Onglet Results  

Permet le suivi des modifications au fil du temps pour les valeurs absolues (cellules/�L) et les 
pourcentages de cellules AQUIOS IMMUNO-TROL Cells et AQUIOS IMMUNO-TROL Low Cells. 
Ces données reflètent la précision et la stabilité de l�instrument au cours de la période spécifiée. 
Ces résultats correspondent à ceux des valeurs rendues pour les patients. 
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Figure 4. Onglet Résults de l�écran CQ 

5.4.2 Onglet Instrument 

Les graphes Levey-Jennings de l�écran Instrument conservent le suivi au fil du temps du quotient de 
séparation des pics positifs et négatifs pour les résultats de CQI. 
Le quotient de séparation (SQ) est un indicateur de la sensibilité relative et de la résolution. Il peut 
être utilisé comme un indice permettant de connaître le niveau de séparation de deux populations 
différentes 

� échantillons vs débris 
� lymphocytes vs monocytes 
� population CD3+ vs CD3-  
� etc� 

Plus le quotient de séparation est élevé, meilleure est la séparation.  
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Figure 5. Signification et illustration de différents quotients de séparation 

Seuils d�acceptation du SQ : 

� CD3 separation : > 3
� CD4 separation : > 3
� CD8 separation : > 3 

� CD45 Lymph/High SS Cells separation : Cf bornes définies pour chaque lot de CQI 
� SS Lymph/High SS Cells separation : Cf bornes définies pour chaque lot de CQI 
� FS Lymph/High SS Cells separation : Cf bornes définies pour chaque lot de CQI 

5.4.3 Onglet Instrument drift 

La dérive de l�instrument représentent l�évolution de l�intensité de la fluorescence sur une période 
donnée. Elle est mesurée par la fluctuation de moyenne d�intensité de fluorescence (MFI, position du 
pic sur l�axe) du pic positif de la population étudiée. 

5.4.4 Validation des CQI 

Cf Procédure de validation des CQI : HI-ANA-MT-023  

RQ : on peut imprimer, créer un pdf ou exporter en format csv les résultats de CQI.  

5.5 Analyse des échantillons 

5.5.1 Avant chargement des échantillons 

• Conserver les échantillons dans les tubes de prélèvement sanguin à température ambiante, 
soit entre 18 °C et 26 °C. Ne pas réfrigérer les échantillons. 

GOSSEZ 
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• S�assurer que chaque échantillon de sang total soit analysé dans les 24 heures suivant le 
prélèvement. Si l�échantillon a été prélevé depuis plus de 24 heures, le rejeter. 

• Après enregistrement de la demande d�analyse, coller sur le tube de prélèvement sanguin une 
étiquette à code-barres:

� Vérifier la concordance de l�identité patient entre l�étiquette PASTEL et 
l�étiquette d�analyse +++ 

� Choisir l�étiquette à code-barres sur laquelle figure la liste des analyses à effectuer : 

MAUVE TOT 5 
HCD3CD4CD8 
LYT LYB NK PEDI�   

• S�assurer que chaque tube d�échantillon de patient à charger soit conforme au volume 
minimum d�exécution.  

Tableau 2. Volume sanguin minimum requis par tube d�échantillon 

• Avant de lancer une analyse et donc de charger les tubes sur l�AQUIOS CL, les résultats des 
CQI doivent avoir été vérifiées et validés. 

5.5.2 Chargement des tubes 

Les tubes d�échantillons peuvent être chargés dans des cassettes qui sont prises en charge par 
l�autochargeur ou dans le chargeur à tube unique. 

• Le chargeur à tube unique fonctionne comme un chargeur d�échantillons urgents. L�échantillon 
chargé sur le chargeur à tube unique est traité avant les tubes d�échantillon chargés dans la 
cassette de l�autochargeur. 
Les microtubes pédiatriques sont à charger sur le chargeur à tube unique. 

Les CQI au-delà de 15 passages sont à charger sur le chargeur à tube unique. 

� Bien agiter le tube de prélèvement avant chargement. 
� Appuyer sur l�onglet  

� Le message « Please press on the single tube door, and then wait for the system to 
release it » apparait ; Appuyer sur la porte du chargeur à tube unique et attendre que 
l�automate la libère. 

� La fenêtre « Sample Information » apparait 
� Si l�échantillon n�a pas de code-barres, il peut être identifier manuellement par 

« Sample ID » ; sinon, scanner le code-barres. 
� Sélectionner Tétra-1 dans Test

� Les tubes peuvent être chargés avec le bouchon si celui-ci est perforable, sinon 

penser à enlever le bouchon+++ 

• Les échantillons chargés dans une cassette sur l�autochargeur nécessitent un code-barres. 
L�autochargeur a une capacité de chargement en continu pouvant atteindre 40 échantillons à 
la fois, soit 8 cassettes. Les échantillons sont traités automatiquement selon la position de la 
cassette, de bas en haut, et selon la position de l�échantillon dans la cassette, de 1 à 5. 

GOSSEZ 
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5.5.3 Processus analytique 

Tableau 3. Processus analytique 

Les demandes d�analyse sont consultables dans l�onglet Requests de l�écran d�analyse (Fig.6) ; à 
cette étape, les demandes peuvent être modifiées, dupliquées ou supprimées. 

Après chargement de l�échantillon : 
• 140µL de sang du tube de prélèvement sont aspirés. 
• Puis, 43 �L de sang total sont déposés dans un puit de la plaque et colorés avec 13 �L de 

réactif d�anticorps monoclonaux du panel Tetra-1. 
• Incubation de 15 min. 
• Le sang est lysé à l�aide de 335 �L de réactif de lyse A, mélangé, puis de 100 �L de réactif de 

lyse B 
• Incubation de 2 min avec la lyse 
• Analyse de l�échantillon 

Le temps entre le chargement d�un échantillon de sang et le résultat pour le premier échantillon est 
d�environ 20 minutes. Les résultats d�échantillon suivants sont rapportés toutes les deux minutes
environ. 

L�onglet Running de l�écran d�analyse (Fig. 6) suit les échantillons en cours de traitement par le 
cytomètre. Le processus analytique de l�échantillon s�affiche à l�écran (Run Status) alors que 
l�échantillon passe d�une étape à l�autre. La partie Details de l�écran permet de visualiser les 
spécificités de chaque étape, notamment le minutage. 

Charger la cassette en mettant le flashcode vers le fond et le bouchon du tube vers soi. 

GOSSEZ 
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Figure 6. Ecran d�analyse 

5.5.4 Analyses incomplètes 

Dans l�onglet Incomplete de l�écran d�analyse (Fig. 6) apparaissent les échantillons ayant 
rencontré des problèmes : 

• User interruption (Interruption par l�utilisateur) : un échantillon a été annulé par un utilisateur 
sur l�écran d�analyse 

• No barcode (Aucun code-barres) : détection d�un tube/cassette dont le code-barres est 
manquant, mal placé ou endommagé 

• No request (Aucune demande) : un tube avec code-barres n�ayant pas fait l�objet d�une 
demande d�analyse a été détecté dans une cassette tandis que le paramètre de Test par 
défaut est désactivé 

• Insufficient reagents (Quantité insuffisante de réactifs) : impossible d�effectuer l�analyse d�un 
échantillon, car la quantité de réactifs requis est insuffisante 

• System Stopped (Système à l�arrêt) : le système s�est arrêté en raison d�une erreur.  

• Duplicate Sample ID (ID d�échantillon en double) : une demande de test LIS avec un ID 
d�échantillon identique (mais des informations sur le patient différentes) est reçue. 

• Panne de courant : les tubes en cours de traitement peuvent également apparaître sur l�écran 
des analyses incomplètes. 

5.5.5 Révisions des données 

L�écran Review de l�écran d�analyse (Fig. 7) affiche les analyses d�échantillons déjà effectuées et en 
attente d�examen ou de transmission. 

GOSSEZ 
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Figure 7. Ecran de révisions des données 

Quatre options de graphiques prédéfinies sont disponibles: histogrammes, graphes 
biparamétriques, détails ou résultats. Ces écrans permettent d�examiner ou de modifier les régions, 
les contours d�intérêt et les informations relatives à la compensation ou aux patients et d�enregistrer 
les modifications avant la transmission des résultats au SIL. 
Alarmes et notifications :  
Tout test qui a généré une ou plusieurs notifications ou a été examiné et modifié au préalable, mais 
pas publié, est surligné en orange. 
Tout test qui a généré une ou plusieurs alarmes est surligné en rouge. 
Les échantillons non surlignés ne comportent ni alarme ni notification. 
Cf Annexe 1 « Prise en charge des résultats avec Alarme » et Annexe 2 « Prise en charge des 
résultats avec Notification ». 

La boite à outils  
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Stratégie de gating 

� Un graphe biparamétrique FS/SS définit la région « Cells » (Fig.8A) : exclusion des débris 
cellulaires ; ce sont tous les éléments dont le signal en FS est supérieur au discriminant et/ou le 
signal de CD45 est supérieur au discriminant.  

� A partir de Cells : 
o Région « Lymphs EV » sur le graphe biparamétrique EV/SS (Fig. 8B) 
o Région  « Lymphs 45 » sur le graphe biparamétrique SS/CD45 (Fig. 8C) 

� La pureté des lymphocytes est définie par la région Lymphs :  
Lymphs EV ET Lymphs 45  

� Le recouvrement des lymphocytes est défini par la région Lymphs all : 
 Lymphs EV OU Lymphs 45  

� A partir de la région Lymphs all (recouvrement), on définit les lymphocytes CD3+ (graphe 
monoparamétrique CD3, Fig 8D) appelée CD3+ all

� A partir des Lymphocytes CD3+ all, un graphe biparamétrique CD4/CD8 sert à définir les LT 
CD4+ et LT CD8+ (Fig 8E) 

Figure 8. Stratégie de gating 

En vert : les lymphocytes sont les 
cellules appartenant à Lymphs EV et 

également à Lymphs 45 
� Pureté +++ 

En vert : les cellules sont considérées comme des 
lymphocytes si elles appartiennent à la fois aux 
2 régions Lymphs EV et Lymphs 45 

� Pureté +++ car les monocytes seront 
exclus par une des deux régions 

� Par contre, on perd des lymphocytes qui ne 
seraient que dans une seule des deux 
régions = mauvais recouvrement  

Les cellules sont considérées comme des 
lymphocytes si elles sont présentes dans au 
moins une des régions Lymphs EV ou Lymphs 
45 

� Recouvrement +++ car on ne perd 
aucun lymphocyte 

� Par contre, la pureté est beaucoup 
moins bonne car des monocytes par ex 
peuvent avoir été inclus dans l�un ou 
l�autre des régions et seront comptés 
comme lymphocytes 

OU

LT CD4+

LT CD8+ 
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� Les lymphocytes T double positifs CD4+CD8+ sont visibles dans le quadrant en haut à droite 
du graphe biparamétrique CD4/CD8 

� Les lymphocytes T double négatifs CD4-CD8- sont visibles dans le quadrant en bas à gauche 
du graphe biparamétrique CD4/CD8 

o Le pourcentage et la numération de ces deux sous-populations lymphocytaires T sont 
consultables dans l�écran Review : 

� Cliquer sur le    i    à droite de « Comments » 

� Les cellules CD45+ sont définies dans l�histogramme CD45 monoparamétrique : CD45Pos
o Ceci permet d�exclure les globules rouges mal lysés qui sont CD45 négatifs 
o  ! Peut entrainer l�exclusion d�éléments CD45 faibles du compte de leucocytes et de 

lymphocytes : LLC, blastes, etc� 

� Le compte de lymphocytes totaux est une valeur reconstituée : 
o A partir de CD3+ All : TOUS les LT CD3+ (car issus de Lymphs all) 
o A partir de CD3- : les LB et NK issus de Lymphs 
o Pour récupérer les LB et NK qui n�aurait pas été compté dans CD3- : 

� A partir de CD3- all ET CD45Pos, un graphe SS/FS est réalisé 
� La région CD45Pos (issue de all data points) contient: Lymphocytes + 

Monocytes + quelques Polynucléaires 
� La région CD3- all (issue de Lymphs all) contient: LB, NK et quelques 

monocytes  
� Les PNN sont exclus part la condition ET car ils ne sont pas 
présents dans CD3- all 
� Dans la nouvelle fenêtre CD3- Capture, les monocytes sont 
exclus par critère de taille (FS plus élevé). Cette fenêtre permet 
de réintégrer des lymphocytes CD3- qui ont été exclus du 
comptage brut 

GOSSEZ 
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o Au final, Lymphocytes Totaux = CD3+All OU CD3- OU CD3-Capture

� Le compte des leucocytes 
o Sur le graphe biparamétrique SS/CD45, issu de la région Cells (Fig 9) 
o = L45/HSS OU M45/HSS OU M45/MSS OU H45/LSS OU L45/LSS 

Figure 9. Total des CD45+ 

RQ : Tous les résultats en pourcentage sont issus de calculs par rapport aux Lymphocytes 
Totaux ; seuls les valeurs absolues (VA) des différentes populations sont mesurées par le cytomètre. 

� % Lymphocytes CD3+ = (VA CD3+ / VA Lymphs Total) x 100 
� % LT CD4+ = (VA LT CD4+ / Lymphs Total) x 100 
� % LT CD8+ = (VA LT CD8+ / Lymphs Total) x 100 

Validation technique des résultats :  
Se conformer à procédure de validation HI-PostA-IT-002

� Les régions peuvent être modifiées si besoin en appuyant sur le bouton  
� On peut ajouter un commentaire dans « Comments » 
� Après avoir modifié les régions, accepter les modifications puis les enregistrer en appuyant 

sur  

� Imprimer si besoin les rapports de résultats (Annexe 3) 

� Envoyer les résultats par LIS en cliquant sur l�onglet 

Compte tenu des éléments de conditionnement décrits ci-dessus, dès que la valeur des lymphocytes 
totaux comporte la moindre incertitude, il conviendra de refaire l�analyse avec une autre technique 
(cas des très mauvaises lyses, ou des populations de CD45 faibles importantes) 

Exporter des résultats sous forme de tableau Excel : 
Dans l�onglet Result : 

� Search 
o Rechercher le résultat par Sample ID ou Patient name (Fig. 10A) 
o Dans Test, sélectionner « Tétra 1 » 

� Cliquer sur l�icône               pour voir tous les résultats 

L45/HSS = PNN

H45/LSS = 

Lymphocytes 

L45/LSS = PNB

M45/HSS = PNE

M45/MSS = Monocytes
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� Supprimer les lignes non désirées en surlignant la ligne et en cliquant sur  
� Choisir les paramètres d�intérêt à exporter (fig. 10B) 

o Fields � cocher les paramètres désirés � OK 
� Sélectionner toutes les lignes par le clavier Ctrl + A et les copier Ctrl + C

� Retourner sous Windows en appuyant sur la touche  
� Ouvrir Excel 
� Coller les résultats Ctrl + V

   

Figure 10. Menu Search dans onglet Result 
(A) Identification du résultat à consulter; (B)  Sélection des paramètres d�intêret 

5.6 Maintenances 

5.6.1 Onglet Maint. 

C�est le journal de l�AQUIOS CL. 
On peut y ajouter des commentaires en cliquant sur 
A chaque incident, mentionner un commentaire résumant l�incident et les mesures prises +++ 

5.6.2 Procédures de nettoyage 

Station de nettoyage (1 fois par jour) 

• Ouvrir la porte de chargement des réactifs. 
• Humidifier un coton-tige de solution d�hypochlorite de sodium AQUIOS. 
• Essuyez la partie ouverte en acier inoxydable de la station de nettoyage, y compris le puits et 

le bord. 
• Utilisez un coton-tige propre pour enlever tout excès de solution d�hypochlorite de sodium 

AQUIOS. 
• Fermez la porte des réactifs. 

Lecteurs de code-barres (1 fois par semaine) 

• Essuyez délicatement les fenêtres des lecteurs de codes-barres avec un tissu doux et non 
pelucheux. 

o Lecteur de code-barres extérieur et intérieur +++ 
ATTENTION : Ne pas utiliser d�autres produits de nettoyage, notamment eau de Javel, pouvant être 
trop abrasifs ou corrosifs et risquer d�endommager la fenêtre du lecteur de codes-barres. 

Appareil AQUIOS CL 

• 1 fois par jour, vérifiez qu�il n�y a pas de déversements au niveau du plateau de débordement 
de la station de nettoyage pendant l�entretien de routine. 

A B
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• 1 fois par semaine, à l�aide d�un chiffon humide, nettoyez les surfaces extérieures de 
l�instrument. 

5.6.3 Maintenance semestrielle 

Analyse gravimétrique 
BUT : Vérifier la performance de l�analyseur et des préparations en seringue. 
Matériel nécessaire : 

� Support de 40 tubes 
� Flacon d�analyse gravimétrique vide 
� Eau désionisée 
� Balance 

• Sélectionner                   situé sur le côté droit de l�écran principal. 

• Sélectionner                 : un message s�affiche «The software will need to be restarted once 
the Gravimetrics screen is available. Are you sure you want to continue Gravimetrics? (Le 
logiciel doit être redémarré dès que l�écran Analyses gravimétriques est disponible. Êtes-vous 
sûr(e) de vouloir poursuivre l�analyse gravimétrique ?)» ;  Sélectionner Yes. 

Figure 11. Ecran « Analyse gravimétrique des seringues » 

• Se procurer 16 tubes de 12 x 55 mm et les marquer de la mention A1-A8, B1-B8 à l�aide 
d�un marqueur permanent, avant de les placer dans un support de 40 tubes prévu à cet effet 

� 2 lignes de 8 tubes chacune, 1 pour la seringue préparatrice et 1 pour la seringue 
d�analyse 

• Peser les 16 tubes vides. 
• Saisir le poids du tube A-1 vide sur l�écran Syringe Gravimetrics, dans la colonne Before, à 

côté du numéro de tube respectif (Fig.11). Faire de même pour les 15 autres tubes. 
• Ouvrir la porte des réactifs. Si un plateau de 96 puits est installé, retirer le plateau et insérer 

celui de 40 tubes. Retirer et reboucher tous les tubes de réactifs présents sur le système. 
• Remplir un flacon gravimétrique vide d�eau désionisée et placer le flacon à l�emplacement 

réservé au réactif, à côté du tube A1, comme indiqué sur la Fig.12 
• Placer les tubes préalablement pesés dans un support de 40 tubes installé sur le chargeur de 

plateau qui se trouve à l�intérieur de l�instrument (Fig.12) et fermer la porte de chargement des 
réactifs. 

GOSSEZ 
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Figure 12. Disposition des tubes et du flacon d�eau désionisée pour l�analyse gravimétrique 
des seringues 

• Sélectionner                 ; le système exécutera le cycle gravimétrique, en aspirant et distribuant 
de l�eau désionisée dans les tubes correspondants. 
Cette étape dure environ 12min. 

• Lorsque le cycle est terminé, le système en avertit l�utilisateur à l�aide du message suivant : 
« Gravimetrics complete. Please weigh for after values. Record the values and calculate 
results. (Analyse gravimétrique terminée. Veuillez peser les tubes pour obtenir les valeurs 
résultantes.Enregistrer les valeurs, puis calculer les résultats.) Sélectionner OK. 

• Récupérer le support contenant les 40 tubes de l�automate. 
• Peser chacun des tubes contenant de l�eau désionisée, puis enregistrer son poids sur l�écran 

Syringe gravimetrics (Fig.11), dans la colonne After située à côté du numéro de tube 
correspondant. 

• Sélectionner  

• Le système calculera les résultats et indiquera si la procédure a réussi ou échoué. 
• Faire un print écran des résultats. 

� Si la procédure a échoué, réitérer le test gravimétrique. Si le problème persiste, 
contactez le représentant Beckman Coulter. 

�  Si les résultats ont satisfait aux critères, sélectionner               pour enregistrer les 
résultats dans le registre de maintenance du système. 

• Le système fermera alors le logiciel ; Ouvrir une nouvelle session pour continuer à travailler 
sur l�AQUIOS CL. 

5.6.4 Maintenance annuelle 

Elle est réalisée par Beckman Coulter dans le cadre du contrat de maintenance à l�issue de la 
garantie. 

Cas particulier du remplacement du filtre à déchets en ligne (fig. 13) 
Il est à changer sans attendre la maintenance annuelle si nécessaire en cas de bouchage.  

Figure 13. Filtre à déchets en ligne 
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5.7 Arrêt de l�AQUIOS CL 

• Assurez-vous qu�il y ait au moins 2 mL de solution d�hypochlorite de sodium dans 
le tube de 12 x 75 mm et un puit disponible avant d�effectuer un arrêt. 

• Sélectionnez                  dans la barre d�état. 

• Si des échantillons sont en cours d�analyse, le message « Samples are running. Do 
you want to shut down when they are finished? (Les échantillons sont en cours 
d�analyse. Souhaitez-vous arrêter le système une fois l�analyse terminée ?) » 
apparaît. Sinon, le message « Do you want to shut the system down? (Voulez-vous 
arrêter le système?) » apparaît. Dans les deux cas, sélectionner YES. 

• Lorsque le cycle de pause/arrêt est terminé, le message « Please remove all reagents 
from the system and store as per labeling instructions (Veuillez supprimer tous les 
réactifs du système, conformément aux instructions d�étiquetage) » s�affiche. Retirer 
les réactifs. 

• Retirer le carrousel avec les réactifs du panel d�anticorps et conserver le à la verticale 
dans le réfrigérateur. 

• Enlever les flacons de réactifs de lyse de l�appareil et remettre les bouchons respectifs 
sur chaque réactif. Ne pas mélanger les bouchons de réactifs de lyse A et de lyse 

B.

• Jeter le tube de solution d�hypochlorite de sodium. 

• Jeter le plateau de puits profonds s�il ne reste plus de puits disponibles pour le 
lendemain, ou systématiquement le samedi midi. 

• Sélectionner            pour fermer le logiciel et retourner à l�écran principal de Windows. 
Le message « Exit, are you sure?» s�affiche. Sélectionner               . 

• Couper le courant du chariot d�alimentation. 

• Mettre le cytomètre hors tension. 

• Eteindre la station de travail. 

• Changer le réservoir à déchets sur le chariot d�alimentation ; ajoutez de l�eau de 

Javel  (80 mL de solution de 2,6 % d�hypochlorite de sodium � chlore disponible par 

litre de déchet) au bidon plein et laisser agir une nuit avant de vider les effluents 
dans l�évier. 

• Nettoyer la station de lavage et les lecteurs de code-barres (Cf 5.6.2) 

RQ : il existe une procédure d�arrêt prolongé chaque fois que le cytomètre n�est pas utilisé pendant 
plus de 7j. 
Cf Chapitre 7 du Manuel d�utilisation de l�AQUIOS CL (Référence B44245AB) 

5.8 Procédures de dépannage 

Cf Chapitre 9 du Manuel d�utilisation de l�AQUIOS CL (Référence B44245AB) 

Pour appeler le Service client Hotline Beckman Coulter :       0825 950 950

          hematoflowservice@beckman.com
N° instance 

� AQUIOS CL AY47058 (n°1) :18397226 
� AQUIOS CL AY39049 (n°2) : 16573213 
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6 Classement et archivage 

Les résultats papier (« Prints ») et sauvegardes informatiques sont archivés selon les consignes 
du document MU-INFO-DE-005 et HI-INFO-DE-001 

L�organisation et la fréquence des back-up et des archivages est consignée dans le document HI-
INFO-DE-007-01 « Organisation des sauvegardes et archives des données des AQUIOS CL ». 

� Le back-up est une copie des données disponibles sur l�AQUIOS CL 
� L�archivage supprime les données sur l�AQUIOS CL et les copie dans un dossier prévu à cet 

effet 
Les données sont enregistrées en format CRD spécifique de l�AQUIOS CL. 

Pour procéder à l�archivage et au back-up, il faut : 
� Sélectionner l�onglet Setup de l�écran principal 
� Puis l�écran Archive/Import ou Backup/Restore

Archive/Import : 
� Spécifier le réseau ou dossier où archiver les données en cliquant sur la loupe de « Auto-

archive path (Chemin d�accès à l�autoarchivage) » 
� Saisir la période à archiver dans « Archive Data From� To� (Archiver les données de� à�) » 
� Puis cliquer sur le bouton « Archive » 

� Pour importer des fichiers ultérieurement archivés dans la base de données de l�AQUIOS CL, 
cliquer sur la loupe de « File to Import » pour sélectionner le fichier CDR   

Backup/restore : 
� Spécifier le réseau ou dossier où copier les données en cliquant sur la loupe de « Backup Path

(Chemin d�accès à la sauvegarde) » 
� ATTENTION Le nom du fichier de sauvegarde ne peut être modifié. Si vous modifiez son 

nom, le système ne pourra plus restaurer le fichier de sauvegarde. 
� Puis cliquer sur le bouton « Backup now » 

7 Documents de références 

- Guide d�utilisation du cytomètre en flux AQUIOS CL : ref B44245AB 
- Guide du logiciel du système AQUIOS Tétra : ref B44253AB 
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Annexe 1. Prise en charge des résultats avec Alarme
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Annexe 2. Prise en charge des résultats avec Notification 
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Annexe 3. Rapports des résultats 

A) En mode « Détails »

B) En mode « Graphes biparamétriques »
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CONTROLE DE QUALITE DE L�IMMUNOCELLULAIRE 

1 Objet 

Décrire toutes les dispositions qui concernent la gestion des contrôles de qualité au 

laboratoire d�immunologie de l�hôpital Edouard Herriot dans le secteur d�Immunologie 

Cellulaire. 

Une liste des analyses suivies par CIQ et/ou EEQ est disponible dans le document HI-ANA-

DE-008 

2 Champs d�application 

Les techniciens, les biologistes responsables et les biologistes valideurs, les internes. 

3 Responsabilités 

Conformément au document MU-ANA-PG-005 et 006, CIQ et EEQ sont sous la 

responsabilité de FPL et CM 

4 Définitions et abréviations 

4.1 Définitions 

4.2 Abréviations 

DS : déviation standard ou écart type 

CQ : contrôle de qualité 

BR : biologiste responsable 

CMF : Cytométrie en flux 

CV : Coefficient de variation 

HST : Histogramme 

LPM : Laboratory Production Manager (connexion entre les appareils et le SIL) 
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5 Contenu 
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5.1 Contrôle DE QUALITE INTERNE (CIQ) 

5.1.1 Intérêts et objectifs 

Le CIQ en Immunologie cellulaire ne concerne que la cytométrie en flux (CMF), dans 

la mesure où de nombreux examens de ce secteur sont très spécialisés et ne peuvent être 

surveillés d�une part par des spécimens de contrôle du commerce (non disponibles) et 

d�autre part par des échantillons élaborés localement (travail sur cellules fraiches qu�il n�est 

pas possible de conserver pour une utilisation quotidienne). 

Les CIQ utilisés en CMF ont, de manière générale, pour intérêt et objectifs ceux du 

MU-ANA-PG-005 (suivi des performances : fidélité et justesse, validation journalière et 

validation de méthodes). Tenant compte des spécificités des cytomètres, certains des CIQ 

ont des objectifs limités au contrôle de l�appareillage et non de l�ensemble de l�analyse. 

L�utilisation des contrôles est décrite dans les procédures HI-ANA-MT-021 (AQUIOS CL) et 

HI-ANA-MT-022 (NAVIOS). 

5.1.2 Choix des CIQ 

5.1.2.1 Contrôle de l�appareillage  

La CMF nécessite un contrôle journalier de son système optique et de son système fluidique. 

Ce contrôle est assuré par 2 CIQ différents : 

- Contrôle de la stabilité optique et des niveaux d�amplification et détection par des 

billes fluorescentes d�intensité connue calibrée et très stable : journalier pour vérifier qu�il n�y 

a pas de perte de sensibilité du dispositif (Flow Set) 

- Contrôle de la stabilité optique et fluidique par des billes fluorescentes de taille 

et de fluorescence très homogènes permettant de tester l�évolution des CV de mesure des 

paramètres de taille et de fluorescences ainsi que le débit de l�appareil (Flow Check et Flow 

Check 770) 

Ces deux contrôles étant très liés au système optique de la machine, ils sont fournis par 

Beckman Coulter également fournisseur de l�appareillage. 

Ces contrôles sont indispensables pour le Navios mais ne sont pas utilisés pour l�AQUIOS 

CL qui prépare les échantillons et les analyse ensuite, avec une analyse quantitative 

volumétrique ne nécessitant pas d�étalon interne. 

5.1.2.2 Contrôle de l�analyse 

La préparation des échantillons avant analyse (technique Optilyse+Navios ou AQUIOS 

CL) ainsi que l�analyse cytomètrique des cellules (AQUIOS CL et Navios) sont surveillées 

par un contrôle de sang stabilisé (Immunotrol Cells et Immunotrol Low Cells) à deux niveaux 

de concentration : l�un proche des valeurs de référence et l�autre choisi dans la zone critique 

basse des lymphocytes T CD4+. Ils sont utilisés quotidiennement, l�un le matin et l�autre le 

soir, en permutant à la fin de chaque semaine conformément aux instructions de HI-ANA-
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MT-024. Il s�agit d�un contrôle répondant à tous les critères souhaités (MU-ANA-PG-005) qui 

est également fourni par Beckman Coulter (Non indépendant par rapport à la machine). 

Sur l�AQUIOS CL, ces contrôles permettent également la surveillance de la stabilité de 

l�appareillage grâce aux paramètres « Instrument » = pouvoir séparatif de l�appareil et 

« Instrument drift » = niveau des signaux optiques.

5.1.3 Planification  

Planification quotidienne : 

 - Flow Set : vérification appareillage recommandée par le fournisseur (NAVIOS) 

 - Flow Check et Flow Check 770 : vérification appareillage recommandée par le 

fournisseur (NAVIOS) 

 - Immunotrol Cells et Immunotrol Low Cells : validation de la série (entre 2 CIQ) 

 - Immunotrol Low Cells: validation des séries pour des valeurs basses 

Cette planification tient compte des recommandations du fournisseur pour la CMF, du 

nombre de demandes quotidiennes (entre 50 et 100), de la péremption des échantillons de 

sang stabilisé et du volume de ceux-ci (environ 3 mois maximum), des calibrations 

bimestrielles et maintenances annuelles ou en cas de panne, des coûts des réactifs de 

cytométrie. 

5.1.4 Exploitation des résultats   

Les résultats des CIQ sont suivis grâce aux cartes de Levey Jennings avec deux objectifs : 

 - Validation d�une série  
Les critères d�acceptabilité des CIQ Immunotrol Cells et Immunotrol Low Cells sont ceux des 

règles de Westgard. Dans certaines circonstances, un CIQ Immunotrol Cells ne répondant 

pas complètement aux règles de Westgard pourra être accepté, eu égard aux autres 

éléments de contrôle disponibles sur les résultats de patients (concordance avec les 

résultats de NFP). Il est à noter que la cytométrie permet notamment le contrôle individuel de 

la qualité analytique par les images cytométriques.

 -  Suivi des performances de la méthode  
Suivi des SDI et CVI lors de l�externalisation à l�IQAP (Interlaboratory Quality Assurance 

Program) : l�externalisation des résultats par lot entier ou groupe de résultats auprès de 

l�IQAP, service proposé par Beckman Coulter à tous les utilisateurs de contrôles Immunotrol 

Cells et Immunotrol Low Cells permet une approche de la justesse. 

 - Suivi de l�appareillage (Flow Check et Flow Set)

  

5.1.5 En pratique   

5.1.5.1 Nature des spécimens de contrôle et fréquence des dosages 

- Billes Flow Set Beckman Coulter - Réf 6605359 - kit de 3 flacons de 10 mL 

 Passées chaque jour lors du démarrage du NAVIOS 

 - Billes Flow Check Beckman Coulter - Réf 6605359 - kit de 3 flacons de 10 mL 

Passées chaque jour lors du démarrage du NAVIOS 
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 - Immunotrol Cells Beckman Coulter - Réf 6607077 et B23535 - kits de 2 tubes de 3 

mL pour Navios et AQUIOS CL respectivement. 

 Passé chaque jour le matin les semaines paires et le soir les semaines impaires sur les 

2 cytomètres AQUIOS CL (HI-ANA-MT-021) et sur le Navios (HI-ANA-MT-022). 

 - Immunotrol Low Cells Beckman Coulter - Réf 6607098 et B25700 - kit de 2 tubes de 

3 mL pour Navios et AQUIOS CL respectivement  

 Passé chaque jour le matin les semaines impaires et le soir les semaines paires sur les 

2 cytomètres AQUIOS CL (HI-ANA-MT-021) et sur le Navios (HI-ANA-MT-022). 

5.1.5.2 Conditions de préparation, de stockage et de stabilité 

Le contrôle Flow Check est une suspension de billes fluorescentes prête à l�emploi, à 

conserver à 4°C à l�abri de la lumière. Il ne néces site aucune préparation préalable et doit 

être agité délicatement par retournement (ne jamais vortexer) avant analyse. Il est transvasé 

dans un tube de cytomètrie pour son analyse. Il en est de même pour le contrôle Flow Set. 

Les contrôles Immunotrol sont des échantillons de sang stabilisé prêts à l�emploi. Ils 

doivent être conservés à 4°C jusqu�à leur date de p éremption. Après ouverture, un tube peut 

être utilisé pendant 90 jours au maximum. Pour l�AQUIOS CL, s�il est passé en mode 

automatique, un maximum de 15 perçages du bouchon est toléré. Au-delà, il faut le passer 

en position manuelle. Pour préserver toutes les propriétés de ces contrôles, ils doivent être 

sortis du réfrigérateur juste avant utilisation, agiter 15 minutes sur l�agitateur à bascule et 

replacer au réfrigérateur tout de suite après le prélèvement. Ils sont préparés manuellement 

pour le Navios, comme les patients. 

5.1.5.3 Passage des contrôles 

5.1.5.3.1 Contrôle Flow Set (Navios uniquement) 

Le contrôle Flow Set est paramétré et reconnu comme un contrôle par le Navios 

grâce au protocole QC FLOW SET PRO.pro appelé par le panel QC FlowSet Pro.pnl. Il 
n�est pas géré dans LPM, mais par le Report Generator du cytomètre, il doit être passé le 

matin avant tout échantillon. Ses résultats sont automatiquement reportés dans la Template 

et peuvent être visualisés sous forme de graphe de Levey-Jennings. Se référer à HI-ANA-

MT-022 pour l�analyse sur le cytomètre Navios 

5.1.5.3.2 Contrôle Flow Check (Navios uniquement) 

Le contrôle Flow Check est paramétré et reconnu comme un contrôle par le Navios 

grâce au protocole ALIGN.Pro appelé par le panel Alignement Blue Red 8c_C. Il ne 

contrôle pas l�étape de marquage mais permet de valider le fonctionnement du cytomètre. Il 

n�est pas géré dans LPM, mais par le Report Generator du cytomètre, il doit être passé le 

matin avant tout échantillon. Ses résultats sont automatiquement reportés dans la Template 

et peuvent être visualisés sous forme de graphe de Levey-Jennings. Se référer à HI-ANA-
MT-022 pour l�analyse sur le cytomètre Navios. 

5.1.5.3.3 Contrôle de sang stabilisé 
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Sur le Navios, les deux niveaux des contrôles Immunotrol Cells sont paramétrés 

comme des patients avec un code à barres du type 11110 ou 22220 suivi du numéro de lot à 

7 chiffres pour respectivement Immunotrol Cells et Immunotrol Low. (HI-ANA-MT-022, 

passer le contrôle Immunotrol). Sur l�AQUIOS CL, ils sont reconnus par leur code à barre au 

moment de leur introduction et de leur programmation dans l�appareil. Ils permettent de 

contrôler l�ensemble de la procédure (marquage et analyse cytomètrique) (HI-ANA-MT-021).  

Pour les AQUIOS CL et le Navios, ils sont gérés dans LPM avec des cartes de Levey-

Jennings et l�application des règles de Westgard. Les résultats des contrôles sont 

automatiquement reportés dans les courbes après identification positive du contrôle sur 

LPM. 

Les résultats étudiés sont les suivants : 

 - sur le Navios : Lymphocytes CD19+ et lymphocytes CD3-CD16+CD56+(NK) en % 

 - sur l�AQUIOS CL : Leucocytes en valeur absolue, lymphocytes totaux, CD3+, CD4+ 

et CD8+ en valeurs absolues et %. 

Il existe une valeur cible et des limites acceptables de contrôle sauf pour les 

lymphocytes NK (il n�y a pas de valeur fournisseur puisque le contrôle n�est pas préconisé 

avec ces échantillons). Les règles définies dans MU-ANA-PG-006 sont appliquées. Les 

paramètres « instrument » et « Instrument Drift » sont collectés sur les AQUIOS CL (mais 

pas sur LPM) et permettent de suivre les performances de l�appareillage. 

5.1.5.4 Suivi des contrôles 

5.1.5.4.1 Contrôle Flow Set 

Il permet de suivre les performances des photomultiplicateurs et des détecteurs et est 

surveillé dans le temps, davantage comme un appui des Flow Check et des 

standardisations. Les histogrammes de suivi rapportent pour chaque canal de taille et de 

fluorescence, le % de billes dans la fenêtre d�analyse, le mode du signal, avec pour 

caractéristiques la moyenne mobile et une fourchette à +/-2 écart-types 

Conduite à tenir : 

- Vérifier que les pics de fluorescence tombent bien dans les fenêtres placées sur les 

HST. 

o Si aucun pic n�apparait, déboucher le cytomètre en appuyant sur   

- Acquérir jusqu�à 5000 billes à la vitesse LOW 

- Vérifier les valeurs du tableau suivant : 

GOSSEZ 
(CC BY-NC-ND 2.0)



7/17

Interprétation : 
 > 95% : parfait 

 Entre 90 et 95% : surveiller si le problème persiste le lendemain 
 < 90% : 

1-vérifier que la vitesse est bien low,

2-repositionner les curseurs pour prendre la totalité du pic au ras 

du pic pour le curseur inférieur puis « save protocol » 

3-surveiller pendant une semaine 

4-si l�anomalie persiste, appeler BC 

5-recalibration

Si tous les paramètres d�un laser sont touchés � pb sur laser et non sur PMT

- Vérifier les résultats du passage des billes sur le graphique LEVEY JENNINGS : 
o Cliquer sur « Template »

o Choisir « Select Template »

o Sélectionner QC Flow Set Pro et cliquer sur « Open »

o Parcourir l�ensemble des graphes de Levey-Jennings

- Moyenne de fluorescence  pour FL1, FL2, FL3, FL4, FL5 et FL6

- Médiane de fluorescence pour FL7 et FL8

- Voltage pour FL1, FL2, FL3 et FL4

Cf Annexe 1. 

5.1.5.4.2 Contrôle Flow Check 

Il permet le suivi de l�appareillage sur le plan optique et fluidique. Les histogrammes de 

suivi rapportent pour chaque canal de taille et fluorescence le mode du signal, ainsi que le 

CV à mi-hauteur du pic (HPCV) avec pour caractéristiques la moyenne mobile et une 

fourchette à +/-2 écart-types. Un histogramme rapporte le débit des billes, avec les mêmes 

caractéristiques. 

Conduite à tenir : 

- Acquérir pendant 30 secondes à la vitesse LOW 

- Vérifier le débit pendant le passage du tube de Flow-check : il ne doit pas être trop 

bas, mais compris entre 150 et 200 billes / seconde, puis sur le graphe de Levey-

Jennings : environ 4000 billes sur la totalité de l�acquisition. 

o Problème de bouchage ? de fluidique ?  

- Vérifier que les pics de fluorescence tombent dans leurs fenêtres respectives 

repérées par FL1@2.0, FL2@2.0, FL3@2.0, FL4@2.0, FL5@2.5, FL6@3.0, 

FL7@3.0 et FL8@3.0. Les chiffres après @ indiquent les seuils maximums tolérés 

des HPCV des pics de fluorescence. Si les pics des Flow-Check tombent en 

dehors des fenêtres mais que les autres paramètres sont corrects, vérifier la 

sensibilité du cytomètre et revoir le contrôle Flow-Set 
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- Vérifier les HPCV de FS et des fluorescences des Flow-Check qui doivent être 

inférieurs à 1,50 (avec une tolérance jusqu'à 2,0, voire 2.5 pour FL5) et celui des 

Flow-Check 770 inférieur à 3.  

o S'ils sont supérieurs, il y a un problème de bouchage, de fluidique, 

d�alignement. 

- Vérifier les modes qui doivent restés dans la fourchette moyenne +/- 2Sd présentée 

sur les graphes de Levey Jennings.
o Si un des résultats des billes n'est pas bon :  

� Le supprimer de la template en cliquant dessus et en choisissant 

« Removed ».  

   Il est possible de saisir un commentaire et de faire « Save Comment ».  

   Le point effacé devient de couleur verte après l�annulation. 

� Repasser les billes  

o Si les paramètres restent mauvais, déboucher et re-rincer le cytomètre 

� Repasser les billes  

o Si les CV et les modes des signaux restent hors limite ou dérivent, appeler 

le BR et/ou le SAV BC. 

RQ : Quand ces anomalies sont constatées de manière ponctuelle, il est possible d�utiliser le 

cytomètre malgré ces contrôles hors limite ; en effet, il existe pour les techniques de 

marquage et d�analyse utilisées pour rendre les résultats de patient des indicateurs qui 

permettent de valider le bon déroulement des mesures : intensités de fluorescence, FS et SS 

connues et élevées (si les modes sont bas ou hauts), mesures d�évènements fréquents 

(contrairement aux techniques qui recherchent des évènements rares) même si les CV sont 

hauts. Si ces anomalies sont observées plusieurs jours de suite ou en cas de dérive, une 

intervention Beckman Coulter est demandée. 

Cf Annexe 2. 

5.1.5.4.3 Contrôle de sang stabilisé 

Les CIQ Immunotrol sont utilisés conformément à la procédure MU-ANA-PG-006. 

NAVIOS : 
Consulter les résultats dans le module Controle Qualité de LPM, vérifier les résultats du 

passage des contrôles sur les graphiques LEVEY JENNINGS et le résultat de l�application 

des règles de Westgard. Si une des règles de Westgard apparait pour un des 2 résultats du 

contrôle : 

- Rejouer le LMD : 

� Si aucune alarme, OK 

� Si le(s) résultat(s) du contrôle est (sont) dans les règles d�alerte (4 1s, 10x)
voire d�alarme (1 2s): Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le 

constat et la décision prise 

� Si le(s) résultat(s) du contrôle est (sont) dans les règles de rejet (1 3s, 2 2s, 
R4s) : 

� Repasser le contrôle et rejouer la LMD. 

� Informer le BR 

GOSSEZ 
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� Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le constat et la 

décision prise 

� S�aider des Flow Check 

� Vérifier les réactifs, le matériel de contrôle (lots, date, ouverture, 

aspect�) 

� Refaire une calibration 

� En l�absence d�amélioration, appeler le SAV Beckman. 

Eventuellement, accepter le contrôle selon les échanges avec BC et 

suivre sur les contrôles suivants. 

AQUIOS CL : 
Consulter les résultats dans le module Controle Qualité de LPM, vérifier les résultats du 

passage des contrôles sur les graphiques LEVEY JENNINGS et le résultat de l�application 

des règles de Westgard. Si une des règles de Westgard apparait pour un des 9 résultats du 

contrôle : 

- Rejouer le LMD 

� Si aucune alarme, OK 

� Si le(s) résultat(s) du contrôle est(sont) dans les règles d�alerte (4 1s, 10x)
voire d�alarme (1 2s): Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le 

constat et la décision prise 

� Si le(s) résultat(s) du contrôle est(sont) dans les règles de rejet (1 3s, 2 2s, 
R4s) :  

� Repasser le contrôle et rejouer le LMD. 

� Informer le BR 

� Saisir un commentaire sur le passage et expliciter le constat et la 

décision prise 

� Vérifier les réactifs, le matériel de contrôle (lots, date, ouverture, 

aspect�)  

� Recibler si une dérive est observée dans les jours précédents, si 

cela ne résout pas le problème  

� Appeler Beckman et travailler sur l�autre appareil dans l�attente de la 

résolution du problème. 

Sur le programme QC de l�AQUIOS CL, 

- Les paramètres « Instrument », sont suivis sur des graphes de Levey-Jennings ; 

pour la séparation CD3, CD4, et CD8, la valeur doit être >3 pour attester de la 

bonne séparation des pics négatifs et positifs. 

- Les paramètres « Instrument Drift » sont suivis sur des graphes de Levey-

Jennings et donnent l�évolution des signaux collectés dans les différents canaux de 

l�appareillage. Les dérives ou défaillances brutales de l�appareil peuvent ainsi être 

visualisées. Un décalage des valeurs peut être observé en cas d�intervention SAV 

ou de changement de lot de réactif, sans conséquence sur les résultats des 

patients.

Pour ces deux groupes de paramètres, une valeur isolément en dehors des limites de 

contrôle nécessite une simple surveillance. Si une dégradation progressive est observée 

dans le temps (plus de 10 points consécutifs en baisse continue), demander une 

intervention SAV. Dans la mesure où les résultats des % et valeurs absolues sont 
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acceptables, ces baisses de performance n�ont pas de conséquence sur les résultats des 

patients. 

Les commentaires sur les CIQ sont saisis soit par le BR, soit par le technicien avec l�aval du 

BR. 

RQ : Dans certains cas, malgré un ou plusieurs paramètres dans les règles de rejet, il est 

possible de valider les résultats de patient, en raison des spécificités de la cytométrie (voir ci-

dessus pour les Flow Check) et de la possibilité de vérifier la cohérence des résultats avec le 

résultat de la NFP d�hématologie des patients le même jour à la même heure, et 

l�immunosomme quand elle est disponible.  

5.1.5.4.4 Les valeurs cibles et limites d�acceptabilité des contrôles 

Ce sont celles de la procédure MU-ANA-PG-005. 

- Billes : une période probatoire n�est pas indispensable pour les contrôles de billes ; 

les changements de lots sont gérés en passant le nouveau lot une fois avant l�arrêt du 

précédent pour visualiser les niveaux des signaux. Si ces niveaux sont différents, les 

fenêtres des cibles seront réajustées et le protocole sauvegardé.  

- CIQ : pour les lots de contrôle de sang stabilisé du fait de leur faible durée et des 

coûts, les changements de lots sont gérés en passant le nouveau lot 5 fois avant la fin 

du précédent pour avoir une estimation de la valeur cible lors de la mise en route du 

nouveau lot et au cas où d�autres nouveaux lots de réactifs seraient débutés 

simultanément. Les limites de surveillance et de contrôle sont temporairement 

reconduites à partir de celles du lot précédent.  

o Avant tout changement de lot de CIQ, un chevauchement de 5 jours des 

lots de CIQ (ancien et nouveau) est réalisé sur le Navios et sur chacun des 

AQUIOS CL. L�écart-type de fidélité intermédiaire du lot précédent est utilisé 

sous forme de CV% pendant les 20 premiers jours d�utilisation du lot.  

o Pour le Navios, une étude est refaite dans LPM après 20 passages.  

o Pour les AQUIOS CL, la nouvelle moyenne et le nouveau CV sont calculés 

par extraction des résultats de l�AQUIOS CL à partir de 2*20 valeurs 

obtenues. La nouvelle moyenne et le nouveau CV sont appliqués dans LPM 

avec des valeurs identiques pour les 2 AQUIOS CL.  

o En cas de de règle d�alerte Westgard 10X avant les 20 valeurs, l�étude 

pourra être anticipée. 

Remplir le document MU-ANA-DE-005 et l�archiver dans le classeur de l�appareil. 

5.1.5.4.5 Externalisation des résultats : IQAP 

Beckman Coulter propose une évaluation des performances (justesse, fidélité) au 

travers de l�utilisation des résultats d�Immunotrol et d�Immunotrol Low Cells. 

Tous les résultats obtenus au quotidien sont colligés et comparés à ceux obtenus par 

les autres utilisateurs du même contrôle du même lot de par le monde. Chaque utilisateur 

se voit attribuer une appréciation de la fidélité et de la justesse de sa méthode par rapport à 

l�ensemble des utilisateurs. 
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Les résultats sont déposés sur le site internet de Beckman par le BR et les calculs 

sont rendus disponibles dans la journée. Si le nombre de participants est faible lors de la 

saisie, il est à tout moment possible de redemander les calculs sur la totalité du groupe de 

participants pour avoir une confrontation aux pairs statistiquement plus pertinente.  

Pour la saisie ou la consultation : 

https://www.beckmancoulter.com/qap/ 

Choisir Cytometry IQAP 

 Choisir « go to cytometry IQAP » 

 S�identifier : poitevinfr   MP = j-327853 

 Choisir le cytomètre 

puis Data Collection pour la saisie ou Reports pour les résultats 

L�IQAP est donc utilisé pour suivre chaque lot de chacun des niveaux de contrôle 

Immunotrol et apprécier les performances du laboratoire dans le temps par rapport à nos 

pairs. Les rapports indiquent moyenne et écart type du lot pour notre laboratoire et 

l�ensemble des participants, l�historique de nos CV ainsi que Sdi = (m � m pool)/Sd pool (Z 

Score) et CVi = CV/CV Pool 

Les résultats sont rapides, mais s�agissant d�un contrôle externalisé à la fin 

d�utilisation du lot de contrôle, de mauvaises performances n�entraînent pas d�intervention 

immédiate mais plutôt une remise en cause de chaque étape et chaque réactif ainsi qu�une 

surveillance étroite de l�évolution. 

Les performances sont suivies au fil du temps avec le document MU-ANA-DE-024. 

5.1.5.4.6 Archivage 
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A la fin de la période d�utilisation du lot, le tableau des valeurs est extrait de LPM ou 

des AQUIOS CL et est imprimé puis archivé avec tous les prints dans la boite réservée à 

chaque contrôle pour chaque cytomètre dans le placard Assurance Qualité et conservés 3 

ans. 

5.2 Contrôle DE QUALITE EXTERNE (EEQ) 

5.2.1 Intérêts et objectifs 

L�EEQ en Immunologie cellulaire ne concerne que quelques paramètres de la 

cytométrie en flux (CMF), dans la mesure où de nombreux examens de ce secteur sont très 

spécialisés. Pour l�étude fonctionnelle des lymphocytes (test de transformation 

lymphoblastique), des échanges de cellules congelées sont en cours d�essai entre les 

laboratoires français du réseau des déficits immunitaires (standardisation des résultats et de 

l�offre analytique), en l�absence de programme commercial dans le domaine. 

Le contrôle national propose moins d�une consultation de deux échantillons par an 

environ pour les paramètres suivants : Lymphocytes CD3, CD4, CD8, CD19, cellules NK, 
en % et en valeur absolue. 

Le laboratoire est également abonné pour les mêmes paramètres au contrôle 

« Immune monitoring » proposé par UK EQALS (organisme de contrôle de qualité anglais), 

dans la mesure où la fréquence des EEQ du contrôle national est totalement insuffisante. 

Ces EEQ permettent d�évaluer l�exactitude de nos techniques et l�évolution des 

techniques (voir MU-ANA-PG-005).  

5.2.2 Choix des EEQ 

Le contrôle national est obligatoire mais insuffisant compte tenu de sa fréquence 

(moins d�un par an) et du nombre de laboratoires concernés (environ 70 laboratoires dont 

seulement 20 parmi les pairs). 

Le programme d�assurance qualité NEQAS propose l�évaluation externe de la qualité 

dans de nombreux domaines, dont le phénotypage lymphocytaire. Il s�agit d�un programme 

anglais diffusé dans le monde entier qui permet la confrontation des résultats de plusieurs 

centaines de laboratoires réalisant du phénotypages lymphocytaires. Il propose deux 

programmes auxquels nous participons : United Kingdom National External Quality 

Assurance Service (UK NEQAS) et fournit 6 consultations annuelles de 2 échantillons de 

sang stabilisé avec un nombre de participants d�environ 450 dont plus de 150 dans notre 

groupe de pairs (NAVIOS). Pour l�AQUIOS CL, technologie nouvelle, nous n�avons pas 

d�information. 

5.2.3 Planification  

La planification du contrôle national est consultable sur le site de l�ANSM : 

http://ansm.sante.fr/Activites/Controle-national-de-qualite-des-analyses-de-biologie-

medicale-CNQ/Calendrier-des-operations/(offset)/4
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Pour le NEQAS, la première consultation a lieu en Mai puis tous les deux mois environ. 

Chaque consultation est précédée de l�envoi d�un message électronique au responsable du 

CQ indiquant l�envoi de l�échantillon, mais les dates précises ne sont pas connues à 

l�avance. 

Deux abonnements sont nécessaires auprès de NEQAS :

- Le premier pour le Navios : http://www.ukneqasli.org/SampleEntry/

Lab Number 40375 
Identity 6545 
PW : lku3sa 

- Le second pour les AQUIOS CL : http://www.ukneqasli.org/SampleEntry/

Lab Number 46216 
Identity 6545 
PW : lku3sa 

A chaque consultation, les 2 échantillons seront passés sur les deux AQUIOS CL et les 

résultats de l�échantillon impair sera rendu sur l�AQUIOS CL AY 39049 et l�échantillon pair 

sur l�AQUIOS CL AY47058. Ainsi, chacun des automates en miroir aura 6 EEQ par an. 
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A réception, une fiche de suivi est complétée : 

MU-ANA-DE-006-XX LBMMS - EEQ : FORMULAIRE DE SUIVI 

Ces échantillons sont enregistrés en double, analysés comme des patients, selon les 

modalités indiquées par l�organisateur de la consultation. 

5.2.4 Enregistrement 

Se référer à la procédure d�enregistrement des examens d�Immunologie dans GLIMS : HI-
INFO-IT-003 pour les génralités. 

- Pour le contrôle ANSM :  

Le patient est ZZZ_QC_ANSM_ PHENOLYMPH. 

Noter le N° de la consultation et de l�échantillon en Info CR. 

La date de prélèvement est la date d�expédition 

Enregistrer HLT HCD19 et HNK 

- Pour les contrôles NEQAS :  

Le patient est ZZZ_QC_NEQAS_ IMMUNOMONITORING. 

Noter le N° de la consultation et de l�échantillon en Info CR. 

La date de prélèvement et l�heure de prélèvement sont celles du message 

électronique d�envoi des échantillons. 

Enregistrer HLT HCD19 et HNK 

5.2.5 Exploitation des résultats et interprétation 

Les résultats des EEQ sont suivis : 

- Valeur du laboratoire / valeur cible (toutes techniques) écart-type du groupe  

- Calcul du biais en % 

- Z score 

Une note est attribuée en rapport avec nos performances : 

 - ANSM : communication de la moyenne et du CV en % pour l�ensemble des 

participants et le groupe de pairs  

 Attribution d�une note : A, B,�selon si la valeur est entre 0 et 1 écartype ou entre 1 et 

2 ; + ou � selon si la valeur est > ou < à la valeur  

 Cette note est donnée en toutes techniques et par groupe de pairs. 

  

 - NEQAS : communication de la moyenne et de l�écartype pour l�ensemble des 

participants, ainsi que de la répartition des valeurs des participants (histogrammes) ; 

Communication des moyennes et Sd par appareil, réactif, fluorochrome et 

technologie. 

 Attribution d�une note : 0 si valeur au-delà de la valeur cible +/- 2 Sd, 1 entre 1 et 2 Sd 

et 2 entre 0 et 1 Sd 

 Suivi de la note cumulée sur 6 échantillons consécutifs  

 Suivi du Z score dans le temps  

 Suivi du cumul de 3 Z-scores 

  

L�interprétation se fait conformément à MU-ANA-PG-006. 
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Les performances sont suivies au fil du temps avec le document MU-ANA-DE-024. 

5.2.6 Archivage 

L�ensemble des données est conservé dans un classeur réservé à chaque programme de 

contrôle dans le bureau de FPL et archivé ensuite dans le placard AQ.  
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ANNEXE 1 : PROCEDURE QUALITE BECKMAN COULTER - ARBRE DECISIONNEL 
FLOW-SET  

Informations données à titre indicatif. Les protocoles ont été adaptés en fonction des besoins du 

laboratoire 
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ANNEXE 2 : PROCÉDURE QUALITÉ BECKMAN COULTER - ARBRE DECISIONNEL FLOW-CHECK 

Informations données à titre indicatif. Les protocoles ont été adaptés en fonction des besoins du laboratoire 
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VALIDATION TECHNIQUE ET BIOLOGIQUE DES NUMERATIONS DE 

LYMPHOCYTES T CD3+, CD4+ et CD8+ (TETRA 1) SUR LE CYTOMETRE AQUIOS 

CL 

1 Objet 

Décrire la manière de valider techniquement et biologiquement les résultats produits par le cytomètre AQUIOS CL. 

2 Champs d�application 

Postes d�immunologie cellulaire : techniciens, biologistes, internes, personnels en formation. 

3 Responsabilités 

F. Poitevin / C. Malcus / G. Monneret 

4 Définitions et abréviations 

NFP : Numération Formule Plaquette 

5 Contenu 

1 Objet ..............................................................................................................................................................................................................1 

2 Champs d�application .....................................................................................................................................................................................1 

3 Responsabilités ..............................................................................................................................................................................................1 

4 Définitions et abréviations ..............................................................................................................................................................................1 

5 Contenu .........................................................................................................................................................................................................1 

5.1 Validation technique ................................................................................................................................................................................1 

5.1.1 Eléments à vérifier au préalable dans l�onglet Résultats ...................................................................................................................1 

5.1.2 Analyse qualitative des graphes de cytométrie .................................................................................................................................4 

5.1.3 Cas d�une mauvaise lyse ou de la présence d�une population inhabituelle .......................................................................................5 

5.2 Validation biologique ...............................................................................................................................................................................8 

5.1 Validation technique 

Les résultats sont exprimés en pourcentage de lymphocytes portant un antigène donné et en valeur absolue (éléments/µl). 

Vérifier les valeurs des contrôles IMMUNOTROL pour valider les marquages du jour. 

5.1.1 Eléments à vérifier au préalable dans l�onglet Résultats  

L�onglet Résultat, présentation « Details », utilisé pour la validation technique se présente de la façon suivante : 

Trois points sont à vérifier systématiquement : 

A/ Identification de l�échantillon : le « Sample ID » (numéro de travail GLIMS à 12 chiffres), le nom, prénom, date de naissance ainsi que le 

service prescripteur doivent figurer sur l�écran Résultat de l�AQUIOS CL. 

B/ Absence d�alarme de l�automate sur l�échantillon. En cas d�alarme, le motif apparait sur fond rouge dans la case « Run flag ». Il faut se 

référer au tableau ci-dessous (Tableau 5.7 du manuel technique AQUIOS) pour la conduite à tenir.  

C/ Présence d�une notification, le motif apparaît dans la fenêtre « Run notifications » sur fond orange. Une notification n�entraîne, dans la 

majorité des cas,  pas de repasse de l�échantillon. Il faut se référer au tableau ci-dessous (Tableau 5.8 du manuel technique Aquios) pour 

connaître la signification et la conduite à tenir suite à l�une de ces notifications. 
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Les alarmes recensées par Beckman Coulter sont les suivantes : 

Remarque : Cette liste d�alarme n�est pas exhaustive, il existe d�autres types d�alarmes :  

« Clog or Bubble » : le système a détecté une bulle ou un microcaillot.  

« Short draw » : le système a un doute sur prise d�essai (volume insuffisant, prélèvement dilué,�) 

�Dans ces cas, prévenir le biologiste pour connaitre la conduite à tenir. 

Si le message d�erreur est suivi de « Rerun », l�AQUIOS a réalisé de lui-même une seconde prise d�essai dans la cupule. Analyser avec 

attention l�aspect des graphes de ce nouveau passage et s�ils sont satisfaisants, le résultat peut être validé malgré la présence d�une alarme. 

Démographie : nom, 

prénom, DDN, service 
prescripteur, n° de travail 

GLIMS 

Absence d�alarme

Absence de notification 
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Les notifications recensées par Beckman Coulter sont les suivantes : 

Remarque :  

Notre population d�étude inclut des patients très lymphopéniques en lymphocytes TCD4+ et CD8+ (suivi de l�infection par le VIH). La survenue 

des 3 dernières notifications du tableau ci-dessus n�est donc pas exceptionnelle. Elles ne doivent pas systématiquement conduire à une ré-

analyse.

L�absence d�alarme et/ou de notification n�est pas suffisante pour valider techniquement un dossier. Il faut également analyser avec 

attention les graphes rendus. 
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5.1.2 Analyse qualitative des graphes de cytométrie 

5.1.2.1 Cas des graphiques standards, sans problème de lyse ni population particulière 

Se placer sur l�écran « Details »  

- Vérifier le fenêtrage « Cells », qui exclut les débris de faible taille (FS) 

- Vérifier l�aspect des graphes SS/CD45 et EV/SS issus de la fenêtre « Cells » et  s�assurer de la bonne séparation des populations 

leucocytaires. 

- Vérifier que le nuage des lymphocytes n�est pas tronqué du côté des CD45 faibles sur le graphe SS/CD45, traduisant le discriminant 

CD45  trop serré sur les leucocytes (fenêtre CD45Pos de AllData Points)  

- Vérifier le fenêtrage des lymphocytes Lymphs45 et Lymphs EV. 

o Si nécessaire, modifier les fenêtres afin d�isoler au mieux la population lymphocytaire et d�obtenir un recouvrement et une pureté 

satisfaisante 

� S�aider de l�onglet « Dot plot » pour fenêtrer Lymphs45 : la contamination par les monocytes CD4faibles est visible sur 

l�histogramme biparamétrique CD3/CD4. 

- Sur l�histogramme monoparamétrique CD3 fenêtré sur Lymphs All, s�assurer de la bonne séparation des pics CD3-All et CD3+All et 

en particulier de l�absence de population CD3faible entre les 2 pics (correspondant à des monocytes). 

o Si nécessaire, décaler la barre de gating pour être certain d�exclure les cellules CD3- 

- Sur la fenêtre bi-paramétrique CD4/CD8 fenêtré sur CD3+All, 

o S�assurer de l�absence de contamination des CD4+ par des monocytes (population CD4 faible apparaissant sous le nuage des 

LTCD4+).  

Bonne séparation des populations CD3- et CD3+              Population CD3
faible

  correspondant à des monocytes 

Bonne séparation des populations CD3- et CD3+                  Population CD3 faible  correspondant à des monocytes 

Monocytes 

Monocytes 
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o Vérifier également l�absence (<2%) de lymphocytes doublement marqués (CD4+CD8+) et modifier si nécessaire les barres de 

gating pour numérer la population des doubles positifs. 

- Sur le graphe CD3-All/CD45+, s�assurer du bon fenêtrage de la zone « CD3- Capture » 

o Ne pas y inclure les cellules de plus grande taille (FS) et exclure les monocytes. Si des monocytes sont présents dans ce 

graphe, ils ont été inclus dans la fenêtre Lymphs CD45 et/ou dans LymphsEV et ont franchi le seuil de discriminant CD45 

(histogramme AllDataPoints). Les cellules directement au-dessus de CD3-capture sont des lymphocytes non CD3 (B et NK). 

o Si nécessaire, étirer cette fenêtre pour inclure les lymphocytes CD3- fortement granuleux. 

Validation du résultat 

Enregistrer les modifications en cliquant sur   

Si tous les critères ci-dessus sont satisfaits, valider techniquement le passage : « Reviewed, sent to LIS » 

Imprimer le  LMD sous forme « Dots Plots » pour les échantillons sur lesquels un marquage en optilyse est également demandé. 

Remarque : le résultat envoyé de l�AQUIOS CL au LPM est toujours le dernier passage enregistré, quel que soit le résultat affiché à l�écran 

(résultat initial ou rejoué). 

5.1.3 Cas d�une mauvaise lyse ou de la présence d�une population inhabituelle 

5.1.3.1 Mauvaise lyse 

Elle peut être signalée par l�Aquios comme une alarme ou une notification (« Insufficient Lysing / Underlysed/ Potential error or gating issue ») 

La mauvaise lyse a plusieurs conséquences sur l�analyse et le résultat : 

Doubles positifs (CD4+/CD8faibles) mal fenêtrés                          Fenêtrage correct   
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- Une perturbation du fenêtrage des sous-populations leucocytaires entrainant une numération des leucocytes erronée (A) 

- Une perturbation de l�histogramme SS/EV empêchant d�éliminer les monocytes du fenêtrage Lymphs EV.  

o Si la contamination ne touche que le pic CD3-All (pic CD3+All correct et pic CD3- correct +++) : aucune conséquence sur les 

valeurs absolues et pourcentages des lymphocytes totaux et LT CD3, CD4 et CD8. 

o Si la contamination touche le pic CD3+All : surestimation des valeurs absolues de lymphocytes totaux, LT CD3, LT CD4 et CD8 

(B) 

o Si la contamination touche le pic CD3- : surestimation des valeurs absolues de lymphocytes totaux, et % de LT CD3, LT CD4 et 

CD8 incorrects (C) 

� Ceci est le cas dans lorsque les graphes SS/EV ET SS/CD45 sont perturbés (ex : cas extrême de mauvaise lyse), 

entrainant une discrimination impossible des lymphocytes et monocytes sur le graphe SS/CD45,  

Ainsi, la conduite à tenir en cas de mauvaise lyse : 

- Sur le graphe SS/CD45 de l�onglet « compensation » : vérifier le fenêtrage des leucocytes totaux 

o les érythrocytes/débris ne doivent contaminer aucune des sous-populations leucocytaires 

o les 5 populations de leucocytes doivent être incluses dans le fenêtrage  

- Sur le graphe SS/EV : repositionner le fenêtrage  

o En englobant la totalité des cellules si le graphe présente un aspect de « rideau » 

o En excluant au moins les PNN si la discrimination avec les monocytes/lymphocytes est toujours possible  

- Sur le graphe SS/CD45 : repositionner la fenêtre Lymphs45 pour englober tous les lymphocytes en limitant le nombre de monocytes, 

avec l�aide de l�onglet « dot plot ». 

Valider la démarche avec le biologiste de validation.

5.1.3.2 Hyperlymphocytose hors limite de linéarité des AQUIOS CL 

La limite de linéarité des AQUIOS CL est de 25 000 lymphocytes totaux/µL et 10 000 LT CD4/µL selon les résultats de la validation de 

méthode. 

En cas de d�hyperlymphocytose dépassant ces limites : 

- Diluer l�échantillon au 10ème dans du SAB et le repasser sur l�AQUIOS CL 

- Si après dilution, 

o Les leucocytes sont bien fenêtrés sur le graphe SS/CD45 de l�onglet « compensation » 

o Lymphs45 et LympsEV sont bien fenêtrés 

o Aucune population CD45 faible n�est visible 

o Aucune contamination par les monocytes n�est visible sur les CD3+All 

� On peut valider les résultats de l�AQUIOS en multipliant les valeurs absolues par le facteur de dilution +++  

Si un de ces critères n�est pas respecté : ré-analyser l�échantillon sur le Navios (Tétra optilyse sans bille). 

Dans tous les cas, prévenir le biologiste de validation.   

En effet, Lymphocytes totaux = CD3+All + CD3-capture + CD3-
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5.1.3.3 Lymphopénie  

Les échantillons lymphopéniques sont à traiter comme décrits ci-dessus dans le paragraphe 5.1.2.1 

Etre attentif : 

- Au graphe CD45LOG/SSLOG des leucocytes qui est souvent perturbé dans ces échantillons � demander au biologiste de validation de 

comparer les résultats à ceux de la NFP 

- Privilégier le recouvrement lors du fenêtrage de LymphsEV et Lymphs45 

- Histogramme monoparamétrique CD3All : le pic CD3+All est souvent difficile à distinguer, engendrant fréquemment l�apparition de 

cellules doublement marquées CD4+CD8+. 

o Après avis du biologiste, repasser l�échantillon en Optilyse sans bille sur le Navios  

5.1.3.4 Présence d�une population CD45 faible 

Dans le cas de certaines hémopathies malignes (leucémies lymphoïdes chroniques, leucémies aigües), on observe la présence d�une 

population lymphoïde exprimant faiblement le CD45. 

Exemple d�une leucémie aigüe présentant une importante population CD45faible 

Exemple de leucémie lymphoïde chronique présentant une population CD45faible 

Les conséquences sur ce genre de bilan sont généralement les suivantes : 

- Les leucocytes sont sous-estimés puisque l�histogramme en haut à droite est perturbé et exclut la population CD45faible du compte des 

leucocytes.  

- Le nombre de lymphocytes est généralement incorrect car le discriminant CD45 (barre pointillée rouge) exclut une partie de cette 

population CD45faible de l�algorithme de numération

- Il n�est pas possible d�estimer le pourcentage de la population CD45faible avec les outils de l�AQUIOS CL.  

- La population CD45faible sera, en partie ou complètement, incluse dans le compte de lymphocytes totaux car ces cellules sont 

indissociables des lymphocytes normaux sur le graphe SS/EV.

- Analyser le contenu de la cupule Aquios rapidement sur le Navios, avec le panel TETRA 

- Si l�image reste ininterprétable, faire un marquage Tétra Optilyse. 

Prévenir le biologiste de validation et se référer aux algorithmes en ANNEXE 1 et 2 pour connaitre la démarche à suivre.. 
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5.1.3.5 Marquage non spécifique 

Un marquage non spécifique est visible sur l�onglet « dot plot » sur les graphes biparamétriques CD3/CD4 et CD3/CD8, ainsi que sur l�onglet 

« details » sur l�histogramme biparamétrique CD4/CD8.  

Dans ce cas, ré-analyser l�échantillon à partir de cellules « lavées »

Cf procédure HI-ANA-MT-017 marquage sur cellules lavées 

1) 300 µL sang total + 2 mL de PBS 

2) Vortexer 

3) Centrifuger 6min à 300g (Programme 1) 

4) Eliminer le surnageant 

5) Répéter les étapes 1) à 4)  

6) Reprendre le culot dans 300 µL de SAB 

7) Passer le tube sur l�AQUIOS CL 

5.1.3.6 Lymphocytes double-négatifs (CD3 forts ou alpha béta) 

Sur certains bilans, une population de lymphocytes T CD4- et CD8- peut être mise en évidence. Il peut s�agir de lymphocytes exprimant le CD3 

plus fortement que les autres  (lymphocytes T CD3 gamma delta) ou bien de lymphocytes T CD3 alpha beta ; ces lymphocytes n�expriment ni le 

CD4 ni le CD8. 

Si le résultat « CD3+ reliability check » est > 10% : prévenir le biologiste de validation pour un éventuel marquage supplémentaire des TCR 

�� et �� ou marquage « double-négatif ». 

5.2 Validation biologique 

La validation biologique permet de s�assurer de la qualité globale du résultat rendu après validation technique, plus particulièrement de la 

concordance avec les antériorités, avec les résultats de NFP d�hématologie cellulaire du jour et de la cohérence avec les données cliniques et 

thérapeutiques du patient. 

1) Ouvrir une session GLIMS 

2) Imprimer régulièrement la liste de travail du jour en passant par l�onglet Immunologie � LDT �  LDT CYTOMETRIE � OK. Sélectionner le 

format PDF puis choisir l�imprimante en double cliquant sur la ligne de l�imprimante. 
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3) Ouvrir la liste de validation du jour (Immunologie � Validation biologique � Validation biologique Immunocell) puis dans « Options » 

Sélectionner « Afficher résultat image » pour voir apparaître les graphes de l�AQUIOS transmis par LPM (6 images correspondant à la fenêtre 

« Details ») 

4) S�assurer de la bonne séparation des nuages des populations d�intérêt (cf § 1. de  la validation technique). Dans le cas contraire, « rejouer » 

le résultat en modifiant les fenêtres sur l�écran de l�Aquios et en renvoyant les nouveaux résultats sur LPM. 

5) La validation technique telle que décrite dans le chapitre précédent permet de traiter les anomalies observées en particulier sur les graphes 

CD45Log/SSLin, EVLin/SSLin et CD3 All. Elle ne prend cependant pas en compte le graphe des leucocytes CD45Log/SSLog, ni le graphe 

CD45 sur AllDataPoints de la matrice de 16 histogrammes. Des anomalies peuvent également survenir sur ces graphes et ne pas être 

visualisées en routine. C�est la validation biologique qui permet de les rechercher, en particulier en vérifiant systématiquement la concordance 

avec les antériorités, ainsi qu�avec une NFP du jour, si elles sont disponibles.  

La validation biologique va donc suivre l�algorithme en ANNEXE 1. 

     

- Rechercher dans GLIMS le résultat de la NFP et les résultats de phénotypage lymphocytaire antérieurs lorsqu�ils existent : 

o Pour les CD3, CD4 et CD8 % : différence >5% refaire le marquage si nécessaire après avis biologique (concordance clinico-

biologique) 

o De manière générale, un écart maximum de +10% à -20 % entre les lymphocytes de la NF et notre résultat est acceptable (soit 

par exemple pour des lymphocytes NF à 2000, la fourchette est de 1600-2200).  

Toute discordance même minime implique la révision des histogrammes Aquios pour s�assurer qu�une anomalie sans alarme n�est 

pas la cause de la discordance et l�application de l�algorithme de validation biologique. 

Il n�est pas rare d�avoir un nombre de lymphocytes discordants avec des leucocytes concordants en particulier en cas de formule manuelle. 

Rarement il est possible d�avoir un nombre de lymphocytes concordants avec des leucocytes discordants en particulier en cas de nombreux 

éléments mal lysés contaminants la fenêtre des leucocytes.  

Cas particuliers : 

- Anomalie d�un graphe, mauvaise lyse : se référer à l�algorithme de validation biologique 

- En cas de présence significative (>2%) de lymphocytes double positifs CD3+/CD4+/CD8+, ajouter un commentaire sur la ligne du 

pourcentage de CD3, CD4 ou CD8 selon le cas (exemple : 2,5% des lymphocytes expriment simultanément CD4 et faiblement CD8.). 

Pour cela, se placer dans commentaire externe, appuyer sur la touche « Inser », sélectionner le commentaire préétabli adéquat 

- Si la population de lymphocytes double-négatifs CD3+/CD4-/CD8- est >10%, penser à rajouter un panel T3TCR et/ou « doubles 

négatifs » selon le contexte clinique. 

- En cas de présence d�une population CD45faible dans le nuage des lymphocytes 

o Sur le Navios, fenêtrer cette population pour évaluer sa proportion parmi la population lymphoïde 

o Dans certains cas (LLC, petites cellules, éléments altérés�), la discordance avec la NFP peut être expliquée par un discriminant 

de taille trop haut ou par l�agressivité de la lyse qui élimine des cellules. Sur le Navios, essayer de repasser les échantillons avec 

un discriminant à 50. Revoir le résultat pour y associer un commentaire. 

o Sur Glims, mettre un commentaire sur le pourcentage de lymphocytes 

� Si la population CD45faible est bien discriminée des lymphocytes normaux : « On note la présence de x% d�une 

population de cellules exprimant faiblement CD45 (polynucléaires basophiles? éléments immatures? blastes? »

� Si la discrimination entre la population CD45faible et les lymphocytes normaux n�est pas possible : « On note la présence 

d�une population de cellules exprimant faiblement CD45 (polynucléaires basophiles? éléments immatures? blastes?). La 

numération a été effectuée sur l�ensemble de la population lymphoïde. » 

- Hyperlymphocytose hors limite de linéarité: Voir validation technique 5.1.3.2 

o En cas de réanalyse sur le Navios, valider les pourcentages issus de la ré-analyse sur le Navios et calculer les valeurs absolues 

à partir de la NFP.  
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� Dans ce cas, supprimer l�analyse technique Aquios/Navios et ajouter HNUMH : « technique du laboratoire ayant utilisé la 

NFP. »

� En l�absence de résultats de NFP, et si les difficultés proviennent d�une forte population CD45 faible, ne pas rendre les 

valeurs absolues et ajouter un commentaire : « L�analyse de cet échantillon par cytométrie ne permet pas de rendre les 

valeurs absolues des sous-populations lymphocytaires. » 

- Marquage non spécifique : il faut refaire le marquage sur cellules « lavées » sur l�AQUIOS CL. 

o Dans ce cas, seuls les pourcentages peuvent être rendus à partir d�un tel résultat. Les valeurs absolues de leucocytes et de 

lymphocytes totaux doivent être rendues à partir du passage initial et les autres VA (lymphocytes CD3, CD4, CD8) doivent être 

calculées à partir des pourcentages issus du deuxième passage sur l�AQUIOS CL. 

Une fois que les résultats auront satisfait le biologiste de validation, confirmer puis valider biologiquement le résultat. 
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ANNEXE 1 : ALGORITHME DE VALIDATION DES RESULTATS PROBLEMATIQUES 
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