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ECD : R Phycoerythrine-Texas Red® 

ETDA : Acide éthylènediaminetétraacétique 

FCL : Lymphome folliculaire 

FS : Foward scatter 

FITC : Fluorescéine 

HPN : Hémoglobinurie paroxystique nocturne 

KO : Krome orange 

LA : Leucémie Aigüe 

LAIT : Lymphome angioimmunoblastique T 

LAM : Leucémie Aigüe Myéloïde 

LAL : Leucémie Aigüe Lymphoblastique 

LCR : Liquide céphalorachidien 

LDH : Lactate déshydrogénase 

LLC : Leucémie lymphoïde chronique 

LMMC : Leucémie Myélomonocytaire chronique 

LNH-B : Lymphome non Hodgkinien B 

LPL-T : Leucémie prolymphocytaire T 

LZM : Lymphome de la zone marginale 

MCL : Lymphome du manteau 

MO1 :  Monocytes 1 (monocytes classiques) 

MO2 : Monocytes 2 (monocytes intermédiaires) 

MO3 : Monocytes 3 (monocytes non classiques) 

MRD : Minimal Residual Disease 

NK : Natural Killer 

PB : Pacific Blue 

PC 5.5 : Phycoerythrine-Cyanine 5.5 

PCL : Leucémie à plasmocytes 

PE : Phycoérethrine 
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PE Cy 5.5 : Phycoérethrine Cyanine 5.5 

PE Cy7 : Phycoérethrine Cyanine 7 

PBS : Tampon phosphate salin 

SLAN : 6SulfoLacNAc 

SLVL : Lymphome splénique à lymphocytes villeux 

SS : Side scatter 

PMT : Photomultiplicateur 

TCR : T-cell receptor (récepteur des cellules T) 
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Introduction 

Devenue depuis maintenant une trentaine d’année un outil utilisé dans le diagnostic et le 

suivi des hémopathies, la cytométrie en flux est désormais indispensable dans le domaine 

de la biologie médicale notamment l’hématologie. Assez rudimentaire, les premiers 

cytomètres n’étaient équipés que d’un unique laser, limitant l’utilisation de ces derniers. Les 

progrès technologiques ainsi qu’informatiques ont permis d’augmenter le nombre de lasers 

possibles dans les automates ainsi que la performance des automates et de leur système 

d’acquisition. De nos jours la plupart des cytomètres utilisés dans le domaine de la santé 

humaine sont équipés de trois lasers. Cette avancée technologique est conjointe à la 

découverte de nouveaux marqueurs exploitables. Le Human leukocyte differentiation 

antigen  a d’ores et déjà identifié plus de 400 cluster de différentiation (1), autant de cibles 

pour de nouveaux anticorps et fluorochromes utilisables en Cytométrie en flux.  

Complément indispensable à la cytologie traditionnelle, la cytométrie s’impose de plus en 

plus comme recours aux situations ou la cytologie au microscope bien dépendante des 

compétences du biologiste ne suffit pas. Sa rapidité ainsi que son cout relativement faible 

permettent un apport incontestable dans le diagnostic et la prise en charge du patient en ces 

temps où la demande d’examens de biologie médicales ne cesse de croitre et ou les délais 

de rendu demandés sont toujours plus rapides. 

Ayant prouvé son savoir-faire dans le domaine de la cytologie depuis plusieurs années 

maintenant, Sysmex® a mis au point un nouvel automate de cytométrie en flux : le XF-1600,  

une première dans ce domaine. 

Cette thèse a pour objectif, après avoir exposé les principes de la cytometrie en flux, de 

présenter les performances de ce nouvel automate en réalisant une corrélation avec les 

cytomètres déjà utilisés au laboratoire d’hématologie biologique du CHU de Limoges : les 

Navios Beckman®. Pour cela 200 échantillons de toute nature seront analysés en double. 

 

 

 

 

 

 

  

http://www.hcdm.org/
http://www.hcdm.org/
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I. Généralités sur la cytométrie en flux 

I.1. Définition et principe de la cytométrie en flux (CMF) 

La cytometrie en flux (CMF) est une technique permettant l’étude individuelle des 

paramètres physiques et biologiques des cellules présentes dans un prélèvement (sang, 

moelle osseuse, liquide céphalorachidien, ou autre). En regroupant par la suite les données 

issues de l’analyse d’un très grand nombre de cellules il est alors possible de déduire les 

caractéristiques de toutes les populations cellulaires étudiées. On parle 

d’immunophénotypage cellulaire. 

Le principe de la CMF est basé sur les phénomènes optiques engendrés après le passage 

des cellules une à une devant différents lasers. 

Dans un premier temps, des phénomènes optiques permettent une analyse des 

caractéristiques physiques de chaque cellule. Ainsi on peut obtenir des informations sur la 

taille et la structure des cellules. 

Dans un second temps, après un marquage des cellules par un anticorps monoclonal couplé 

à un fluorochrome, il est possible de détecter de façon très précise des antigènes présents à 

la surface de chaque cellule. Ces antigènes appelés clusters de différenciation (CD) nous 

renseignent sur l’appartenance de chaque cellule à une lignée : voir tableau des CD (figure 

14). 

Par exemple, le CD19 est présent sur tous les lymphocytes B. La présence de ce cluster de 

différenciation à la surface d’une cellule signe son appartenance à la lignée lymphocytaire B. 

 

Schématiquement, le cytomètre se décompose en trois parties (figure 1). 

- Un système fluidique qui a pour objectif d’une part d’aligner la multitude de 

cellules présentes dans l’échantillon les unes derrières les autres et, d’autre part, 

de permettre le passage d’un maximum de cellules en un minimum de temps. 

Principe de base de la CMF, ce phénomène est appelé focalisation 

hydrodynamique. 

- Un système optique constitué de lasers comme source de lumière ainsi que de 

filtres optiques qui séparent la lumière émise et la redirige vers les détecteurs. 

Tout cela a pour objectif de transformer les caractéristiques physiques et 

biologiques des cellules en signaux lumineux mesurables. 

- Un système électronique qui convertit les signaux lumineux en données 

informatiques exploitables (2). 
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Figure 1 : Principe général de la CMF (3) 

 

 

 

I.1.1. Le système fluidique 

Il s’agit de la focalisation hydrodynamique. La suspension cellulaire contenue dans le 

prélèvement est injectée à l’intérieur du flux du liquide de gaine dont la vitesse est constante. 

Le liquide s’écoule ensuite par une buse de plus faible diamètre qui permet à un débit 

constant une accélération de la vitesse d’écoulement. La suspension cellulaire est alors 

étirée et les cellules se retrouvent alors alignées les unes derrières les autres au centre du 

jet. Cela permet une analyse rapide. Elles sont alors dirigées vers le système optique ou 

elles passent devant les différents lasers. Ce phénomène est schématisé sur la figure ci-

dessous (figure 2). 

 

 

Figure 2 : Principe de focalisation hydrodynamique (4) 
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I.1.2. Le système optique 

Après l’étape d’hydrofocalisation, les cellules passent devant les différents faisceaux lasers. 

Le passage devant le faisceau laser permet de générer trois grands types d’informations 

lumineuses indispensables à l’analyse : 

Le premier est la diffusion aux petits angles (foward scatter ou FS). Elle est collectée dans 

l’axe du faisceau laser et correspond à la diffraction de la lumière lors du passage des 

cellules devant le faisceau. Elle est donc directement liée à la taille des cellules.  

Le deuxième est la diffusion aux grands angles (side scatter ou SS). Elle est collectée 

perpendiculairement au faisceau laser et correspond à la lumière diffusée par les éléments 

intracellulaires. Elle est donc liée à la granulosité du contenu cellulaire.  

La combinaison de ces deux informations permet l’obtention du graphique FS/SS, et permet 

d’ores et déjà une séparation des cellules (figure 3). 

 

                            

              Figure 3 : Graphique biparamétrique FS/SS  

 

La population rose correspond aux lymphocytes (cellules de petite taille sans granulations 

intra cellulaires), la population verte correspond aux monocytes. La population rouge quant à 

elle correspond aux polynucléaires (cellules de taille plus importante et contenant de 

nombreuses granulations intracytoplasmiques). 
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La troisième et dernière information obtenue est l’intensité de fluorescence. Les 

fluorochromes assignés à chacune des cellules sont excités par une source de lumière à une 

longueur d’onde donnée. Ils émettent un signal lumineux d’une longueur d’onde supérieure à 

la longueur d’onde absorbée. La fluorescence est ainsi émise dans toutes les directions de 

l’espace et est mesurée à 90° de l’axe du faisceau laser. 

 

Le banc optique a pour objectif de séparer les différentes longueurs d’onde de fluorescence 

émises et d’acheminer chacune d’entre elles vers un détecteur dédié. Pour cela de 

nombreux miroirs sélectifs appelés miroirs dichroïques, ainsi que des filtres interférentiels 

sont répartis au niveau de ce banc optique. Plusieurs types de miroirs et de filtres optiques 

sont utilisés dans un banc optique de cytomètre (figure 4). 

- Des filtres passe-haut (high-pass), qui laissent passer la lumière au-dessus d’une 

longueur d’onde choisie et arrêtent la lumière en dessous de cette même 

longueur d’onde. Par exemple un filtre 500 passe-haut arrête les longueurs 

d’ondes inférieures à 500 nm et permet la transmission des longueurs d’onde 

supérieure à 500 nm. 

- Des filtres passe-bas (short-pass) qui a l’inverse laissent passer les longueurs 

d’ondes inférieures a une longueur d’onde donnée. 

- Des filtres passe-bande (band-pass) qui laissent passer la lumière comprise entre 

deux longueurs d’ondes données. 

 

 

Figure 4 : Illustration de la fonction des différents filtres (5) 

 

I.1.3. Le système électronique et informatique 

Les différents types de signaux lumineux séparés par des filtres optiques sont collectés par 

des photomultiplicateurs (PMT). Ces signaux sont donc amplifiés, numérisés puis traités et 

stockés par un ordinateur. La conversion des signaux lumineux en courant électrique est 
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assurée par les PMT. Les signaux électriques alors obtenus vont être analysés par un 

convertisseur analogique digital. Ces fichiers peuvent par la suite être modifiés et retraités 

grâce à l’utilisation de logiciels dédiés. 

L’ordinateur calcule les données statistiques associées à la distribution des paramètres 

mesurés et les représente sous différentes formes :  

D’une part les histogrammes monoparamétriques avec le nombre d’évènements en 

ordonnée et l’intensité de fluorescence en abscisse (figure 5). 

 

Figure 5 : Exemple d'histogramme mono paramétrique 

 

D’autre part, les nuages de points (ou dot-plots) qui montrent l’expression de deux 

paramètres l’un par rapport à l’autre. Les axes représentent alors les intensités de 

fluorescence (figure 6). 

 

Figure 6 : Exemple d'histogramme bi paramétrique en dot plot 
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Le réglage des voltages appliqués à chacun des photomultiplicateurs est primordial et 

nécessite une grande finesse. En effet, si un anticorps ne délivre que peu de fluorescence, 

l’application d’un voltage fort au PMT correspondant permettra alors d’avoir un signal plus 

intense. En effet le signal lumineux peut être trop faible et donc non transmis au système 

informatique. On risque alors de ne pas pouvoir observer certains évènements sur les 

histogrammes bi paramétriques. 

Inversement pour un fluorochrome qui émet une fluorescence beaucoup plus importante, on 

pourra alors appliquer un gain plus faible au PMT. En effet si le fluorochrome a une 

fluorescence trop importante et que le PMT amplifie trop le signal, il est alors possible de 

passer la aussi à côté de certaines populations sur les histogrammes bi paramétriques. 

I.1.4. Anticorps, fluorochromes et fluorescence 

La fluorescence est une émission de lumière résultant de l’excitation d’une molécule. Cette 

molécule absorbe l’énergie lors de son excitation à une longueur d’onde caractéristique puis 

émet cette énergie sous forme de lumière presque instantanément à une longueur d’onde 

plus élevée (6) (figure 7). Les principales molécules fluorescentes sont composées de 

noyaux aromatiques. Les spectres d’absorption et d’émission sont propres à chaque 

fluorochrome, l’excitation est générée par les lasers des cytomètres et les fluorescences plus 

ou moins brillantes sont captées par les détecteurs spécifiques.  

       

Figure 7 : Principe de la fluorescence (7) 

 

A noter que chaque fluorochrome n’est excitable que par certaines longueurs d’onde. Par 

exemple l’APC n’est excitable que par le laser rouge. Chacun des lasers peut donc exciter 

certains fluorochromes mais pas d’autres entrainant une limite dans le choix des anticorps. 

Afin de multiplier les anticorps utilisables (excitables) par chacun des lasers et ainsi 

augmenter le nombre de marqueurs utilisables dans un panel d’anticorps, le marquage en 

tandem peut être utilisé (figure 8). Il s’agit du couplage de deux anticorps marqués par deux 

fluorochromes ; le premier est excité à une longueur d’onde donnée et sa fluorescence 
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émise entraine alors l’excitation du second. Le second peut alors émettre à son tour sa 

fluorescence. Ce marquage en tandem permet également de limiter les phénomènes de 

chevauchement des spectres d’émission. 

 

Figure 8 : Principe du marquage en tandem (ex : Phycoérythrine - Cyanine 5) (8) 

 

De plus, il faut savoir que certains fluorochromes sont plus « brillants » que d’autres. C’est la 

notion de rendement quantique. Il faut donc utiliser les fluorochromes les moins « brillants » 

tels que l’ECD ou FITC pour des populations leucocytaires très présentent dans le milieu ou 

des marqueurs forts. A l’inverse il sera préférable d’utiliser les fluorochromes les plus 

« brillants » tels que l’APC pour le marquage de marqueurs (ou CD) plus faiblement 

exprimés ou bien des populations rares (9). 

 

 Figure 9 : Principaux fluorochromes utilisés en CMF  
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Figure 10 : Spectre d'excitation et d'émission pour le FITC (10) 

Excitation du FITC par le laser bleu (488 nm) et émission dans le jaune/vert. 

 

 

Figure 11 : Spectre d’excitation et d'émission pour le Pacific Blue (PB) (10) 

Excitation du Pacific Blue par le laser violet (405 nm) et émission dans le bleu. 

 

 

Figure 12 : Spectre d'excitation et d'émission pour l’Alexa Fluor® 700 (AF700) (10) 

Excitation de l’AF700 par le laser rouge (638 nm) et émission dans le rouge. 

 

Les spectres d’excitation sont représentés en pontillés, ceux d’émission en trait continu. 
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I.1.5. Les compensations 

Comme vu précédemment (figure 9), les spectres d’émission des différents fluorochromes 

utilisés se chevauchent très souvent. Les chevauchements des spectres d’émission des 

divers fluorochromes simultanément utilisés en cytométrie sont à l’origine d’interférences et 

nécessitent l’emploi de compensations électroniques de fluorescence afin de soustraire la 

superposition des deux signaux de fluorescence. Par exemple, le FITC et la PE ont 

respectivement un maximum d’émission de fluorescence à 520 nm et 578 nm.  En raison de 

la largeur des spectres d’émission de ces deux fluorochromes, une partie de la fluorescence 

émise par le FITC sera collectée par le photomultiplicateur (PMT) dédié à la PE et vice versa 

(figure 13).  En l’absence de réglage de compensation, une population cellulaire marquée 

par le FITC et non marquée par la PE apparaitrait comme ayant un marquage de cette 

dernière en raison de la contamination du canal PE par la fluorescence du FITC. 

 

Figure 13 : Fuites de fluorescence (4) 

 

Pour s’affranchir de ces phénomènes de chevauchement des spectres d’émission, des 

compensations sont alors calculées et appliquées au logiciel informatique. 
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Le réglage des compensations se fait avec l’utilisation de billes monomarquées. Différents 

tubes contenants chacun des billes marquées avec un seul fluorochrome sont analysés par 

le cytomètre. Un exemple de matrice de compensation est présenté en annexe 1. 

I.1.6. Préparation des échantillons 

Les échantillons analysables en CMF doivent être composés de cellules en suspension. Le 

sang et la moelle osseuse sont donc des prélèvements de choix pour l’analyse par CMF. 

L’utilisation de tubes avec anticoagulant (EDTA ou héparinate de lithium) est à privilégier. 

L’analyse doit être réalisée si possible dans les 24 heures avec une conservation à 

température ambiante afin d’éviter la dégradation des cellules et ainsi obtenir des résultats 

optimaux. La préparation de l’échantillon commence par une numération des éléments 

présents dans le prélèvement. Le marquage par les anticorps couplés aux fluorochromes est 

ensuite réalisé. Les anticorps sont mis en excès dans le prélèvement afin de marquer le plus 

de cellules possibles. Une incubation à l’abri de la lumière est ensuite réalisée afin qu’un 

maximum d’anticorps se fixent sur leurs cellules cible. La mise à l’abri de toute lumière est 

indispensable afin de perdre le moins de fluorescence que possible et avoir ainsi des 

signaux de meilleure qualité et bien détectables. Une ou plusieurs étapes de lavage sont à 

réaliser afin de se débarrasser de l’excès d’anticorps ainsi que de l’accrochage non 

spécifique. 

L’étape de lyse des globules rouges par un agent de lyse préalable à l’analyse est 

indispensable. En effet les hématies sont mille fois plus représentées dans le sang que les 

leucocytes. Leur présence dans l’échantillon à analyser provoquerait trop d’interférences 

ainsi qu’une saturation des images. Il est également possible d’appliquer un seuil (threshold) 

sur le cytomètre au niveau du paramètre SS afin de ne pas voir les images saturées par des 

débris cellulaires ou alors des globules rouges mal lysés. 

Après cette étape de lyse, une centrifugation est réalisée afin de récupérer un culot de 

cellules vivantes. Ce culot sera remis en suspension dans du PBS et enfin analysé par le 

cytomètre. Cependant les protocoles varient en fonction du type d’analyse. 
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I.2. Définition des clusters de différenciation (CD) 

Le développement de la CMF a abouti à l’utilisation d’une nomenclature permettant de 

classer les différents marqueurs cellulaires utilisés en les désignant sous le terme de clusters 

de différenciation (CD) suivi d’un nombre ; ex : « CD19 ». Les différents CD sont exprimés 

en fonction du type de cellule mais sont aussi exprimés selon le type de pathologie. 

  

 

Figure 14 : Principaux CDs utilisés en hématologie (11) 
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I.3. Applications de la CMF 

La CMF est le complément indispensable de la morphologie pour le diagnostic et le suivi de 

nombre d’hémopathies. On la considère comme la méthode de référence pour compter les 

éléments cellulaires circulants ainsi que pour caractériser l’immunophénotypage d’une 

cellule. L’immunophénotypage est un élément clé du diagnostic de la plupart des 

hémopathies malignes, notamment les syndromes lymphoprolifératifs B et T, ainsi que les 

leucémies aigues, qu’elles soient d’origine myéloïde (LAM), ou lymphoblastique (LAL). 

L’utilisation de la CMF et l’immunophénotypage cellulaire est au cœur d’une démarche 

diagnostique pluridisciplinaire, s’associant avec la cytologie, la cytogénétique, la biologie 

moléculaire et l’anatomo-pathologie. 

En plus de son utilité diagnostique, la CMF est utilisée dans le suivi notamment des 

lymphomes B afin de suivre par exemple la présence ou la disparition d’un clone sous 

traitement. La CMF est également utilisée dans l’évaluation et le suivi de la maladie 

résiduelle (MRD), pour les  LAL et LAM, ou encore dans la MRD du myélome (12). Outre le 

diagnostic et le suivi des hémopathies, elle est également utilisée pour la numération des 

cellules souches hématopoïétiques (CSH), le diagnostic de l’hémoglobinuries paroxystique 

nocturne (HPN), le diagnostic de certaines thrombopathies (13) ou également dans des 

domaines autres que l’hématologie tel que l’allergologie (test d’activation des basophiles) 

(14), ou encore en microbiologie (15)… 
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II. Principes des panels utilisés dans la comparaison d’automates 

Différents panels d’anticorps utilisés au laboratoire d’hématologie du CHU de Limoges ont 

été mis en place sur le nouveau cytomètre de flux XF-1600 Sysmex® afin de tester ses 

performances sur un éventail assez large d’anticorps et de situations pathologiques ou non 

pathologiques. Les panels d’anticorps testés sont les suivants : orientation lymphoïde B, 

complément B, panel T, panel de typage plasmocytaire, panel leucémie myélomonocytaire 

chronique (LMMC) et enfin le panel d’orientation de leucémie aigüe (LA). Ces différents 

panels seront décrits ci-dessous afin de mieux comprendre leur principe. 

II.1. Panel orientation lymphoïde B 

Le panel d’anticorps utilisé pour l’analyse des lymphocytes B est le suivant : 

 

Tableau 1 : Composition du panel d’orientation B 

ANTICORPS FLUOROCHROME LASER FL 

KAPPA FITC BLEU 1 

LAMBDA PE  BLEU 2 

CD4 ECD BLEU 3 

CD19 PE CY5.5 BLEU 4 

CD2  PE CY7 BLEU 5 

CD5 APC ROUGE 6 

CD8 APC700 ROUGE 7 

CD3 PC5.5 ROUGE 8 

CD20 PB VIOLET 9 

CD45 KO VIOLET 10 

 

Le but de ce panel est de permettre une orientation diagnostic rapide dans les suspicions de 

prolifération B. 

Devant des signes cliniques (adénopathies, masses tumorales) ou devant des signes 

biologiques tels qu’une hyperlymphocytose, des cytopénies, une suspicion de masse 

tumorale (LDH, et béta2microglobuline élevée), le prescripteur peut être amené à demander 

un immunophénotypage lymphocytaire. Cet examen peut également être ajouté à l’initiative 

du biologiste en cas d’anomalies morphologiques sur le frottis sanguin touchant les 
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lymphocytes, associé ou non à une hyperlymphocytose. Cette exploration peut se faire sur 

de nombreuses matrices (sang, moelle osseuse, ponction ganglionnaire, LCR, etc…). 

Ce panel d’orientation B permet d’établir les proportions entre les différentes populations 

lymphocytaires : Les lymphocytes T : CD3+, pour lesquels le ratio CD4/CD8 est évalué, les 

lymphocytes B : CD19+, les lymphocytes NK : CD2+ CD3- . La monotypie des lymphocytes 

est mise en évidence par un déséquilibre du ratio kappa/lambda (normalement 2/3 kappa et 

1/3 lambda). La caractérisation d’une population anormale se fait par la mise en évidence 

d’une expression aberrante d’un ou plusieurs antigènes ou par une monotypie des chaines 

légères sur les lymphocytes B. 

II.1.1. Stratégie de fenêtrage 

Comme dit précédemment, ce panel d’orientation B vise à caractériser les populations 

lymphocytaires. Pour cela, un fenêtrage précis est mis en place afin d’optimiser au mieux 

l’immunophénotypage. D’un point de vue analytique on procède à un fenêtrage en ciblant 

tour à tour les différentes populations d’intérêt et un appliquant à ces dernières des 

marquages successifs. 

Une première fenêtre FS/SS (figure 15) permet la séparation des cellules en fonction de la 

taille et de la complexité du contenu cellulaire tels que déjà décrit précédemment (figure 5). 

Cette fenêtre est utilisée dans l’intégralité des panels. 

On retrouve également les débris cellulaires ou autres dans le bas de la fenêtre. Une fenêtre 

de plus nommée « E » permet de cibler les cellules de grande taille pouvant être suspectes.  

 

 

Figure 15 : Graphique FS/SS 

Un fenêtrage est réalisé sur toutes les cellules vivantes et permet ainsi de s’affranchir des 

débris cellulaires pour le reste de l’analyse. 
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Une seconde fenêtre 45/SS (figure 16) est mise en place afin de séparer au mieux les 

différentes lignées hématopoïétiques.  On utilise ici le CD45, marqueur pan leucocytaire qui 

permet une meilleure discrimination des différentes lignées leucocytaires. On sélectionne ici 

la population lymphocytaire d’intérêt dans ce panel d’orientation en CD45 fort et SS 

faible dans une fenêtre « lymphocytes totaux ».  

 

Figure 16 : Graphique CD45/SS en density plot 

 

Une troisième fenêtre CD3/SS est mise en place. Conditionnée sur la population 

lymphocytaire totale séparée précédemment, elle permet de séparer les lymphocytes T 

CD3+ des autres lymphocytes (B et NK) CD3- (figure 17). Il est ensuite possible d’évaluer la 

proportion de lymphocytes T CD4 et CD8 en appliquant un fenêtrage CD4/CD8 conditionné 

sur la population CD3+ isolée en amont (figure 18). On peut alors calculer le rapport 

CD4/CD8. 

 

 

Figure 17 : Graphique CD3/SS 
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Figure 18 : Graphique CD4/CD8 

 

La fenêtre suivante CD2/CD3 est elle aussi conditionnée sur la population « lymphocytes 

totaux » isolés en CD45/SS, on cherche à déterminer le pourcentage de lymphocytes NK 

CD2+ et CD3- (figure 19). 

 

Figure 19 : Graphique CD2/CD3 

 

De même principe que la fenêtre utilisée pour séparer les lymphocytes T CD3+, une fenêtre 

CD19/CD3 conditionnée sur les « lymphocytes totaux » permet de séparer les lymphocytes 

B CD19+ des autres populations lymphocytaires CD19- (T et NK). On peut donc estimer un 

pourcentage de lymphocytes B parmi les lymphocytes totaux (figure 20). 
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Figure 20 : Graphique CD19/CD3 

 

C’est cette population isolée en CD19+ correspondant aux lymphocytes B qui nous intéresse 

dans ce panel d’orientation lymphoïde. C’est sur cette population CD19+ qu’est conditionné 

le reste du fenêtrage. 

Tout d’abord une fenêtre CD5/CD19 permettant de détecter une éventuelle expression du 

CD5 sur les lymphocytes B (figure 21). En effet, bien qu’il existe des lymphocytes B 

physiologiques polytypiques en faible proportion exprimant le CD5, l’expression du CD5 sur 

les lymphocytes B monotypiques est souvent retrouvée en pathologie hématologique. Cette 

fenêtre est donc d’une importance capitale pour orienter le diagnostic. 

 

 

Figure 21 : Graphique CD5/CD19 

. 
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Une fenêtre kappa/lambda est également appliquée sur cette population CD19+ afin de 

déceler une éventuelle monotypie de la population lymphocytaire B (figure 22). Ce fenêtrage 

kappa/lambda est également appliqué à la population CD5+ si cette dernière est présente.  

 

 

Figure 22 : Graphique kappa/lambda 

 

Une dernière fenêtre SS/CD20 et conditionnée sur les lymphocytes B CD19+ permet de 

vérifier la coexpression CD19 et CD20 sur les lymphocytes B (figure 23). On peut également 

utiliser cette fenêtre pour déceler une sous expression du CD20 sur certains lymphocytes 

dans certains lymphomes, notamment la LLC (16). 

 

Figure 23 : Graphique CD20/SS 
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II.2. Panel « complément B » 

Le panel d’anticorps qui constitue le complément B est constitué des marqueurs suivants : 

 

Tableau 2 : Composition du panel complément B 

ANTICORPS FLUOROCHROME LASER FL 

FMC7 FITC Bleu 1 

CD180 PE Bleu 2 

CD19 ECD Bleu 3 

CD38 PE Cy5.5 Bleu 4 

CD11C PE Cy7 Bleu 5 

CD79B APC Rouge 6 

CD23 A700 Rouge 7 

CD10 A750 Rouge 8 

CD25 PB Violet 9 

CD45 KO Violet 10 

 

Ce panel est réalisé en complément du panel d’orientation B si on retrouve dans ce dernier 

une population suspecte. Il précise le phénotype du clone retrouvé et permet d’étayer le 

diagnostic de lymphome ou même de poser ce dernier comme le diagnostic de LLC.  

Chacun des marqueurs présents dans ce panel a une utilité différente. Les CD23, FMC7 et 

CD79b permettent en association avec le panel d’orientation précédemment décrit de 

calculer le score de Matutes, utile pour le diagnostic de LLC (figure 24). Classiquement les 

lymphocytes retrouvés dans la LLC ont le phénotype suivant : CD5+, CD23+, FMC7- et 

CD79b-, CD20 dim (17) et le score de Matutes sera de 4 ou 5. Ce score permet également 

le diagnostic différentiel avec le lymphome du manteau (MCL), classiquement CD5+, CD23-, 

FMC7+, CD79b+ et CD20+ (18). 
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Figure 24 : Calcul du score de Matutes (19) 

 

Le CD10 est fréquemment retrouvé dans le lymphome folliculaire (FCL) (20,21) ou encore le 

lymphome B diffus à grande cellules (DLBCL) (22). 

Les CD11c et CD25 sont quant à eux des marqueurs souvent retrouvés dans le lymphome 

de la zone marginale (LZM) (22), le CD11c et le CD25 sont aussi positifs pour les 

tricholeucocytes (23). 

Le CD180 est quant à lui un marqueur normalement présent sur les lymphocytes B ainsi que 

sur les monocytes. Il est en revanche sous exprimé dans la plupart des lymphomes B à 

l’exception du lymphome de la zone marginale (LZM) (24). Le CD180 est aussi fortement 

exprimé dans les leucémies à tricholeucocytes (24). 

On comprend bien l’utilité de ce panel d’anticorps ainsi que l’apport de la cytometrie pour 

affiner ou même poser le diagnostic de lymphome B. La figure ci-dessous (figure 25) résume 

les phénotypes couramment observés en hématologie. L’annexe 2 présente plus en détail 

les marqueurs retrouvés dans certains lymphomes B. 



 

Nicolas VOIRIN-MATHIEU | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2021 39 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 25 : Marqueurs des lymphomes B en CMF (22) 

 

II.2.1. Stratégie de fenêtrage 

Dans ce panel, le fenêtrage est conditionné sur la population clonale dépistée avec le panel 

d’orientation lymphoïde B correspondant à la population de lymphocytes B CD19+. 

Une première fenêtre FS/SS permet toujours de sélectionner les cellules vivantes, nous 

affranchissant ainsi des débris cellulaires. Conditionnée sur les cellules vivantes, une 

seconde fenêtre CD45/SS permet de sélectionner les lymphocytes totaux (CD45 fort SS 

faible). Sur une troisième fenêtre conditionnée sur la population lymphocytaire totale, 

l’application d’un CD19/SS permet de sélectionner les lymphocytes B. La première partie de 

cette stratégie de fenêtrage est résumée sur la figure suivante (figure 26) : 
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Figure 26 : Stratégie de fenêtrage du panel complément B 

 

C’est sur cette population lymphocytaire B que sont ensuite appliqués les différents 

marqueurs recherchés. Il est alors possible de déterminer l’expression ou l’absence 

d’expression d’un marqueur donné pour la population clonale. Les seuils de positivité pour 

chacun des marqueurs sont déterminés préalablement sur des populations cellulaires 

connues. 

La population lymphocytaire CD19- sélectionnée (colorée en orange) permet de définir les 

seuils pour le CD10, le CD23, le CD38 le FMC7. Les lymphocytes normaux n’expriment 

aucun de ces quatre marqueurs. Il est donc possible de placer le seuil pour ces quatre 

marqueurs de sorte que ces lymphocytes soient « négatifs ».  

L’expression du CD38 sur certains lymphocytes T permet d’utiliser le nuage correspondant à 

ces lymphocytes T pour établir le seuil de positivité. 

Concernant les marqueurs CD10 et CD25, on utilise les populations monocytaires et 

granuleuses pour déterminer les seuils. Les granuleux sont CD10+ et CD25+ (25). Il est 

donc possible de placer le seuil pour ces deux marqueurs de sorte que la population 

granuleuse (en rouge sur la figure) soit « positive ». 

Enfin, le seuil pour le CD180 est déterminé en faisant de sorte que la population de 

monocytes (en vert) soit positive pour ce marqueur, les monocytes étant CD180+. 

Une fois tous ces seuils établis on peut déterminer l’expression ou l’absence d’expression du 

clone lymphocytaire B pour tous les CDs étudiés. 

La figure ci-après (figure 27) illustre les seuils pour chacune des populations. 
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Figure 27 : Stratégie de mise en place des seuils de positivité pour chacun des marqueurs étudiés 
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II.3. Panel d’orientation lymphoïde T 

Le panel d’anticorps utilisé pour l’analyse des lymphocytes T est le suivant : 

 

Tableau 3 : Composition du panel T 

ANTICORPS FLUOROCHROME LASER FL 

CD4 FITC BLEU 1 

CD19+TCR PE BLEU  2 

CD8 ECD BLEU 3 

CD3 PE BLEU  4 

CD56 PE CY7 BLEU 5 

CD10 APC ROUGE 6 

CD7 APC700 ROUGE 7 

CD5  APC A750 ROUGE 8 

CD16 PB VIOLET 9 

CD45 KO VIOLET 10 

 

 

Utilisé dans le but d’explorer le phénotype des lymphocytes T, ce panel est beaucoup moins 

utilisé que le panel d’orientation B. Il est demandé par le clinicien en cas de suspicion de 

lymphome T, ou dans le cadre de l’exploration d’une hyperéosinophilie. Ce panel T peut 

également être prescrit à l’initiative du biologiste notamment après une anomalie décelée 

dans le panel d’orientation décrit précédemment, quand cette anomalie touche les 

marqueurs lymphocytaires T (CD3 CD4 et CD8). Il peut bien sûr être demandé à la suite 

d’anomalies évocatrices d’un lymphome T retrouvées en cytologie sur le frottis sanguin ou 

médullaire. Cet immunophénotypage T permet de déceler la présence d’éventuels 

marqueurs aberrants à la surface des lymphocytes T tels que le CD10 ; l’absence ou la 

baisse d’intensité de certains marqueurs normalement retrouvés sur les lymphocytes T 

normaux peuvent également être retrouvés dans certaines hémopathies lymphoïdes T. 

L’utilisation de ce panel T permet donc une première orientation diagnostique. 

Difficile à interpréter, ce panel est souvent complété par une recherche de clonalité T et 

d’une étude de réarrangement du TCR en biologie moléculaire afin de poursuivre les 

investigations.  
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II.3.1. Stratégie de fenêtrage 

Après une première fenêtre permettant de sélectionner les cellules vivantes, puis un 

CD45/SS permettant de sélectionner les lymphocytes, on utilise une fenêtre 

CD3/CD19+TCR (figure 28). Cette fenêtre permet avec simplement deux marqueurs la 

séparation de quatre populations lymphocytaires. Les lymphocytes B (CD19+/CD3-), les 

lymphocytes T (CD3+/CD19-), les lymphocytes NK (CD3-/CD19-) et la population 

lymphocytaire exprimant à sa surface le TCR gamma delta. Ces quatre populations sont bien 

distinguées en quatre nuages de points bien distincts. Il est alors facilement possible de se 

centrer sur l’une des populations pour l’étude de son phénotype. On désigne les quatre 

populations lymphocytaires de la façon suivante :  

- CD3- CD19- correspondant aux lymphocytes NK  

- CD3+ CD19- correspondant aux lymphocytes T 

- CD3- CD19+ correspondant aux lymphocytes B 

- CD3+ TCR gamma delta + correspondant aux lymphocytes T gamma delta. 

 

                             

Figure 28 : Graphique CD19+TCRGD/CD3 

 

Par la suite on peut étudier le phénotype de chacune des sous populations lymphocytaires.  

Une fenêtre CD5/CD7 centrée sur la population de lymphocytes T (CD3+ CD19-) permet de 

vérifier la présence des CD5 et CD7 à la surface des lymphocytes T (figure 29). En effet ces 

deux marqueurs sont normalement présents sur la lignée lymphocytaire T. Leur absence ou 

bien la diminution d’expression d’un de ces deux marqueurs est retrouvée dans certaines 

pathologies. Par exemple dans le mycosis fungoïde également appelé syndrome de Sézary, 

on retrouve une diminution d’expression du CD7 sur les lymphocytes T (26).  
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Figure 29 : Graphique CD5/CD7 

 

Également conditionnée sur la population de lymphocytes T (CD3+ CD19-) une fenêtre 

CD4/CD8 permet d’étudier la répartition des sous populations de lymphocytes T : CD4 et 

CD8 (figure 30).  

Ce fenêtrage CD4/CD8 est également réalisé sur une fenêtre conditionnée sur la population 

CD5+/CD7+ afin de vérifier que les populations soient identiques. Tous les lymphocytes T 

isolés en CD3 doivent être identiques aux lymphocytes T sélectionnés en CD5/CD7. 

 

 

Figure 30 : Graphique CD4/CD8 

 

 

Un fenêtrage CD4/CD10 est réalisé sur la population correspondant aux lymphocytes T 

(CD3+ CD19-) (figure 31). Il permet de visualiser l’éventuelle expression du CD10 sur les 
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lymphocytes T : expression aberrante retrouvée dans certains lymphomes T tel que le 

lymphome angio immunoblastique (27,28) (LAIT). 

 

Figure 31 : Graphique CD10/CD4 

 

Un fenêtrage CD56/CD16 est effectué en se conditionnant sur la population lymphocytaire T 

(CD3+ CD19-) (figure 32). Cette fenêtre permet de contrôler l’absence d’expression de ces 

deux marqueurs sur la majorité de la population lymphocytaire T. Cette fenêtre nous 

renseigne également sur la proportion de lymphocytes T cytotoxiques CD3+, CD16+ et 

CD56+. 

 

 

 

Figure 32 : Graphique CD16/CD56 sur CD3+ 
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Un deuxième fenêtrage CD56/CD16 est effectué mais conditionné ici sur les lymphocytes 

NK (CD3- CD19-) (figure 33). Il permet de contrôler la présence du CD56 et du CD16 sur la 

population de lymphocytes NK. En effet un phénotype aberrant tel qu’une diminution 

d’expression du CD16 sur cette population cellulaire est décrite dans certains lymphomes 

NK (29). 

 

 

Figure 33 : Graphique CD16/CD56 sur CD3- 
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II.4. Panel typage plasmocytaire 

Le panel d’anticorps utilisé pour l’analyse des plasmocytes est le suivant : 

 

Tableau 4 : Composition du panel plasmocytes 

ANTICORPS FLUOROCHROME LASER FL 

LAMBDA APC Bleu 1 

CD56+28 PE  Bleu 2 

CD34+117 ECD Bleu 3 

CD27 PC5.5 Bleu 4 

CD20 PC7 Bleu 5 

KAPPA FITC Rouge 6 

CD38 A700 Rouge 7 

CD19 A750 Rouge 8 

CD138 PE Cy5 Violet 9 

CD45 KO Violet 10 

 

Ce panel permet de caractériser la population plasmocytaire dans un prélèvement. Il est 

demandé par le clinicien en cas de suspicion de myélome multiple ou bien devant 

l’apparition d’un pic monoclonal sur l’électrophorèse des protéines sériques et fait partie des 

analyses à effectuer dans le bilan initial du myélome multiple. En plus d’indiquer la présence 

ou non de plasmocytes, il permet de définir le caractère bénin ou malin et clonal des 

plasmocytes présents. En effet bien que la cytologie permette par l’observation de signes de 

dystrophies bien connus tels que par exemple une taille augmentée des cellules, une 

anisocaryose ou une chromatine fine (30) d’orienter le diagnostic, la CMF permet d’avoir une 

confirmation sur l’origine clonale d’une population plasmocytaire suspecte. Enfin l’utilisation 

de ce panel est utile en cas de doute sur l’origine clonale ou réactionnelle d’une 

plasmocytose. En effet il existe de rares situations de plasmocytose médullaire réactionnelle, 

en cas de réaction immunitaire, d’agranulocytose (31), ou secondaire à un lymphome (32). 

C’est dans ces cas que l’immunophénotypage des plasmocytes en CMF permet d’affirmer ou 

non le caractère clonal des plasmocytes. 

Ce panel utilise les marqueurs de différenciation plasmocytaires CD38 et CD138, ainsi que 

des marqueurs servant à définir le caractère malin des plasmocytes : CD56, CD19 (33–35). 
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Il est en effet connu que les plasmocytes dit malins peuvent présenter une perte du CD19 et 

une acquisition du CD56. 

Le reste du phénotype plasmocytaire dans le myélome peut être varié. On retrouve 

cependant souvent une perte d’expression du CD27, du CD20 ou encore du CD45 ainsi 

qu’une acquisition du CD117 ou encore du CD28 (34,35). 

Outre la détection des éventuels plasmocytes présent, ce panel d’anticorps permet 

l’identification de population lymphocytaire B monotypique grâce au CD19, CD20, et le 

marquage des chaines légères kappa lambda. Les phénotypes les plus fréquemment 

retrouvés dans le myélome multiple sont résumés dans le tableau suivant (figure 34). 

 

Figure 34 : Tableau récapitulatif CDs présent dans le myélome (33) 
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II.4.1. Stratégie de fenêtrage 

Comme dit précédemment l’objectif de ce panel d’anticorps est de rechercher les éventuels 

plasmocytes et de définir leur phénotype. 

La population plasmocytaire CD38+/CD138+ est d’emblée isolée grâce à un fenêtrage 

CD38/CD138 (figure 35). 

 

Figure 35 : sélection des plasmocytes CD38/CD138 

 

En parallèle, une sélection des lymphocytes totaux est réalisée en CD45 fort SS faible (figure 

36) puis de ces derniers sont isolés les lymphocytes B CD20+ et CD19+ grâce à une fenêtre 

CD20/CD19 (figure 37). 

 

Figure 36 : Sélection des lymphocytes totaux (graphique CD45/SS) 
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Figure 37 : Graphique CD19/CD20 

 

Par la suite, on évalue le rapport kappa/lambda sur les deux populations afin de déceler une 

éventuelle monotypie des plasmocytes ou des lymphocytes (figures 38 et 39). 

 

 

Figure 38 : kappa/lambda sur la population plasmocytaire 
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Figure 39 : kappa/lambda sur la population lymphocytaire B 

 

L’étude des autres marqueurs (CD56+28, CD19, CD45, CD20, CD27 et CD117) se fait à 

l’aide de graphique en quadrant. Afin d’évaluer l’expression ou l’absence d’expression de 

ces marqueurs pour la population plasmocytaire, on utilise pour référence la population 

lymphocytaire pour laquelle on connait l’expression des différents CDs. Ces seuils ainsi 

définis sont ensuite appliqués aux fenêtres conditionnées sur les plasmocytes. On peut alors 

apprécier l’acquisition, la baisse ou même l’absence d’expression pour chaque marqueur 

(figures 40 et 41). 

Par exemple on sait que les lymphocytes B sont CD19+ ; le seuil d’expression du CD19 sera 

donc fixé à gauche du nuage de points correspondant aux lymphocytes B. Ce même seuil 

sera fixé sur la population plasmocytaire et permettra de savoir si cette dernière a perdu le 

CD19 (nuage de points à gauche du seuil) ou si elle a conservé le CD19 (nuage de points à 

droite du seuil). On fera de même pour tous les marqueurs. 
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Figure 40 : Stratégie de fenêtrage du panel plasmocytes (1) 
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Figure 41 : Stratégie de fenêtrage du panel plasmocyte (2) 
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II.5. Panel LMMC 

Le panel d’anticorps qui constitue de LMMC est constitué des marqueurs suivants  

 

Tableau 5 : Composition du panel LMMC 

ANTICORPS FLUOROCHROME LASER FL 

SLAN FITC BLEU 1 

CD24 PE BLEU 2 

CD56 PE CY5.5 BLEU 4 

CD14 PC7 BLEU 5 

CD7 A700 ROUGE 7 

CD16 PB VIOLET 9 

CD45 KO VIOLET 10 

 

 

II.5.1. Stratégie de fenêtrage 

L’objectif de cette stratégie de fenêtrage est d’isoler les monocytes au sein du sang 

périphérique et de quantifier les 3 sous-populations monocytaires (36). 

- MO1 correspondant aux monocytes classiques 

- MO2 correspondant aux monocytes intermédiaires 

- MO3 correspondant aux monocytes non classiques 

 

En effet, tel que décrit par Selimoglu-Buet et al en 2015 (37), un taux de monocytes MO3 

>94% est en faveur d’une LMMC. 

La stratégie d’exclusion des différentes sous-populations afin de sélectionner spécifiquement 

les monocytes est la suivante : 

 

Tout d’abord, une élimination des doublets est faite en fonction de la taille et de la structure 

des cellules (figure 42). Ces événements sont présents lorsque plusieurs cellules passent 

simultanément devant le laser. 
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Figure 42 : Sélection des singulets 

 

Ensuite, une sélection est faite de façon très élargie des cellules de structure intermédiaire 

grâce au CD45, marqueur pan leucocytaire, et au SSC (Side SCatter) (figure 43). Ces 

cellules correspondent aux monocytes.   

 

 

Figure 43 : Sélection des monocytes en CD45/SS 

 

L’exclusion des cellules sélectionnées ne correspondant pas aux monocytes peut 

commencer. 

En premier lieu, les cellules exprimant le CD7 à leur surface sont sélectionnées en CD7/SS 

puis éliminées (figure 44). Cette population correspond aux lymphocytes T.  
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Figure 44 : Exclusion des lymphocytes CD7+ 

 

De la même manière, les cellules exprimant le CD56 sont sélectionnées en CD56/SS puis 

éliminées (figure 45). Ces cellules CD56+ SS faible correspondent aux lymphocytes NK. 

 

 

Figure 45 : Exclusion des lymphocytes NK CD56+ 

 

 Les lymphocytes B sont sélectionnés grâce au CD24 et un SS faible (figure 46). Le CD24 

permet également une première élimination des granuleux. 
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Figure 46 : Exclusion des lymphocytes B et des granuleux CD24+ 

 

Les granuleux restant sont éliminés en utilisant le CD16 sur un graphique CD16/SS (figure 

47). Il faut toutefois être vigilant et ne pas éliminer les monocytes CD14low CD16+. 

 

 

 

Figure 47 : Exclusion des granuleux, graphique CD16/SS 

 

 

Une dernière fenêtre CD14/CD16 conditionnée sur les monocytes permet d’éliminer la 

population double négative (CD16-/CD14-) correspondant aux lymphocytes n’ayant pas été 

éliminés préalablement (figure 48). 
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Figure 48 : Elimination des doubles négatifs : graphique CD14/CD16 

 

Toutes ces étapes ont permis d’éliminer une à une les différentes populations cellulaires 

dans le but de sélectionner la population d’intérêt : les monocytes. 

Une fenêtre finale exclusivement composée de monocytes est obtenue, représentée en « 

Density Plot » (figure 49) afin de mieux séparer les trois populations d’intérêt : monocytes 

classiques (MO1), intermédiaires (MO2), non classiques (MO3).  

 

  

Figure 49 : Distribution des sous populations monocytaires en CD14/CD16.  

 

Dans les cas de LMMC inflammatoires, l’aspect en bulbe des monocytes ne permet pas une 

séparation optimale des populations MO1 et MO2. De plus dans les cas de LMMC 

inflammatoires, on retrouve une augmentation des MO2. Par ailleurs, une fraction des 

monocytes non classiques MO3 est SLAN+ et correspond aux monocytes CD14 les plus 

faibles. 

Un taux de monocytes SLAN+ inférieur à 1.7% est en faveur d’une LMMC si on retrouve 

l’aspect de bulbe. 
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II.6. Panel Covid  

II.6.1. Stratégie de fenêtrage 

Une étude de 2020 démontre l’utilité de la cytométrie en flux dans le pronostic des infections 

à SARSCoV2. Elle démontre que la diminution des monocytes non classiques CD14low et 

CD16+ corrélée à une diminution des monocytes SLAN+ est un facteur de gravité d’une 

infection à SARSCoV2 (29). Ce panel permet également de quantifier les monocytes non 

classiques MO3, les monocytes SLAN+, et de quantifier les granuleux immatures. 

Le fenêtrage appliqué pour l’étude des monocytes dans le panel Covid est le même que pour 

la sélection des monocytes dans le diagnostic de LMMC. 

Un paramètre est cependant ajouté correspondant au 6SulfoLacNAc (SLAN). Il s’agit d’un 

résidu d'hydrate de carbone décrit à l'origine comme étant exprimé à la surface des cellules 

dendritiques. Il est retrouvé notamment sur les monocytes non classiques MO3 (38). 

Dans ce panel, l’anticorps anti-SLAN est couplé au fluorochrome suivant : FITC. 

 

 

Figure 50 : Fenêtrage du SLAN 
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II.7. Panel « leucémie aigüe » 

Ce panel permet une orientation rapide du diagnostic de leucémie aigüe (LA) vers une 

leucémie aigüe lymphoblastique (LAL) ou une leucémie aigüe myéloblastique (LAM) en 

complément de la cytologie. Elle apporte également des indications précieuses pour classer 

le type de leucémie (classification fab, EGIL), (figure 52). L’utilisation de ce panel au 

diagnostic est également utile pour un éventuel suivi de MRD en CMF. 

 

 

Figure 51 : Marqueurs des différentes lignées pour le typage des Leucémies Aigües (39) 

 

 

Figure 52 : Classification immunologique des Leucémies Aigues Lymphoblastiques selon l'EGIL (40) 
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Le panel d’anticorps qui constitue le panel Leucémie Aigüe est constitué des marqueurs 

suivants : 

 

Tableau 2 : Composition du panel Leucémie Aigue 

ANTICORPS FLUOROCHROME LASER FL 

CD7+56 A700 Bleu 1 

CD13 PE Bleu 2 

HLA-DR ECD Bleu 3 

CD33 PE Cy5.5 Bleu 4 

CD38 PE Cy7 Bleu 5 

CD33 PE Cy5.5   Rouge 6 

CD10 A700 Rouge 7 

CD19 PB Rouge 8 

CD117 A700 Violet 9 

CD45 KO Violet 10 

 

II.7.1. Stratégie de fenêtrage 

L’objectif de ce panel étant de caractériser le phénotype des éventuels blastes présents 

dans l’échantillon, il faut tout d’abord isoler cette population blastique. 

Les blastes ont comme caractéristiques immunophénotypiques un CD45 d’expression faible 

et un SSC d’expression très variable (25). 

Une première fenêtre FS/SS permet de sélectionner les cellules vivantes ainsi que d’avoir un 

aperçu général des populations cellulaires présentent dans l’échantillon (figure 53). 

Une seconde fenêtre CD45/SS permet de séparer l’éventuelle population de cellules 

blastiques que l’on recherche en cas de suspicion de leucémie aigüe.  Pour rappel, les 

blastes présentent en effet comme caractéristiques une expression diminuée du CD45 (25). 

Comme pour deux panels précédemment décrits (typage plasmocytaire et complément B), le 

reste du panel d’orientation LA est conditionné sur cette population blastique CD45 faible. 

Avec différents marquages on peut ainsi déterminer le phénotype de la population blastique 

et orienter le diagnostic vers une LAM ou une LAL. 
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Les CDs utilisés dans ce panel sont les suivants : 

- Marqueurs de la lignée lymphoïde : CD7, CD56, CD38, 

- Marqueurs de la lignée myéloïde : CD13, CD117, CD33, MPO 

- Marqueurs d’immaturité : HLA-DR, CD34 

 

 

Figure 53 : Principe de sélection de la population blastique 

 

 

Comme pour les panels « typage plasmocytaire » et « complément B » il sera primordial de 

fixer les bons seuils de positivité pour chacun des paramètres étudiés (figure 54 et 55). 

Pour cela on utilise les autres populations présentent (lymphocytes et granuleux) dont on 

connait le phénotype. 

 

Le CD34 n’est exprimé ni sur les lymphocytes ni sur les granuleux. Le CD33 est exprimé sur 

les granuleux mais pas sur les lymphocytes (25). Il en est de même pour le CD117 (exprimé 

sur les précurseurs myéloïdes) (25). 
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Figure 54 : Stratégie de fenêtrage et mise en place des seuils pour le panel LA (1) 

 

Le CD13 n’est pas exprimé sur les lymphocytes mais positif sur les granuleux (25). 

Le CD10 est positif sur les granuleux (25), le CD38 positif sur certains lymphocytes 

(lymphocytes T activés). 

Enfin le HLA-DR (marqueur d’immaturité) est fortement exprimé sur les monocytes (25) (en 

vert sur la figure ci-après) mais également exprimé sur les granuleux. Le HLA-DR n’est pas 

exprimé sur les lymphocytes. 
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Figure 55 : Mise en place des seuils pour le panel LA (2) 
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III. Présentation du XF-1600 Sysmex® 

 

Figure 56 : Cytomètre XF-1600 Sysmex® 

 

 

 

III.1. Caractéristiques techniques 

Le cytomètre XF-1600 (figure 56) est un cytomètre classique, composé de trois lasers : un 

violet d’une longueur d’onde de 405 nm, un bleu de 488 nm et un rouge de 638 nm. Dix 

détecteurs couplés à des PMT composent ce cytomètre. Ils sont couplés comme indiqués ci-

dessous (figure 57). 

 

 

Figure 57 : Lasers et détecteurs de fluorescence du XF-1600 (41) 
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L’analyse de l’échantillon se fait de la façon suivante : dans un premier temps, le cytomètre 

procède à un rinçage de la flowcell avec un liquide de rinçage spécifique. L’échantillon est 

ensuite aspiré grâce à un système de pompe. L’aspiration de l’échantillon se fait par volume 

de 250 µL. Plusieurs aspirations successives de ce même volume peuvent être effectuées 

afin d’augmenter le nombre d’évènements à analyser. A noter qu’il existe également un 

mode pour aspirer un volume plus réduit égal à 150µL, en cas d’échantillons peu volumineux 

ou précieux. Après aspiration des 250 µL, l’intégralité de la prise d’essai est utilisée et 

analysée. Cela peut poser quelques problèmes notamment en cas de prélèvements très 

riches. En effet afin de ne pas saturer les images, il peut être nécessaire de stopper 

l’acquisition avant l’analyse des 250µL. Le reste de la prise est donc perdu car envoyé à la 

poubelle. Sur d’autres cytomètres tels que les Navios, l’échantillon est aspiré au fur et à 

mesure et analysé dans la foulée. 

Des conditions d’arrêt automatique de l’analyse sont aussi paramétrables afin d’optimiser le 

temps d’acquisition. Par exemple, il est possible d’arrêter l’acquisition quand le cytomètre a 

analysé 2000 lymphocytes B. Cela permet un gain de temps dans l’analyse. 

Après analyse de l’échantillon, le cytomètre procède de nouveau à un rinçage automatique 

afin de minimiser les risques de contaminations inter-échantillon. 

Plusieurs vitesses de passage réparties en trois modes sont possibles pour l’analyse de 

l’échantillon :  

- Mode « low » avec une vitesse de 5 µL par minute 

- Mode « medium » avec des vitesse de 30 ou 60 µL par minute 

- Mode « high » avec des vitesses de 90 et 120 µL par minute 

Concernant les choix des plots celui-ci est limité en nombre mais peut inclure plusieurs types 

de fenêtres. Les axes peuvent être utilisés avec différentes échelles : logarithmique, linéaire 

ou bien en logicle (auto-scalling). 

 

 

Le XF-1600 peut également fonctionner en association avec un système de préparation 

d'échantillons PS-10™ (figure 58) pour automatiser l'ensemble du processus de coloration 

des anticorps, d'incubation et d'analyse par cytométrie en flux. Cette automatisation 

complète permet de minimiser les erreurs possibles, améliore la traçabilité et permet 

l’obtention de résultats plus rapides et plus fiables.  

Une centrifugeuse laveuse automatique peut également être incorporée à la chaine 

analytique. 
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Il s’agit là d’un avantage certains en termes d’assurance qualité et de traçabilité des 

échantillons, les erreurs humaines étant écartées. Couplé à une chaine analytique de 

cytologie ainsi qu’a un étaleur/colorateur, le trio composé du cytomètre, de la centrifugeuse-

laveuse et du préparateur permettrait une prise en charge encore plus rapide et plus 

complète de échantillons sanguins et donc une amélioration dans la prise en charge du 

patient. 

 

 

Figure 58 : Préparateur PS-10 Sysmex ®  

 

 

 

 

 

III.2. Maintenance quotidienne et CIQ 

Comme tout automate utilisé en biologie médicale, le cytomètre XF-1600 doit subir une 

maintenance quotidienne, ainsi qu’un passage de contrôle afin de vérifier le bon 

fonctionnement de l’automate, notamment l’alignement des lasers ainsi qu’une éventuelle 

dérive du cytomètre. 
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Figure 59 : Menu maintenance sur XF-1600 

 

Le menu « maintenance » présenté sur la figure ci-dessus (figure 59) laisse de multiples 

choix pour l’opérateur. Le changement de réactif, le rivage de la flowcell (Rinse flowcell), la 

purge du système fluidique (Remove flowcell Air Bubble) ou encore des tests à effectuer par 

l’automate sont paramétrables dans ce menu « maintenance » 

 

Figure 60 : Menu de suivi des CIQ sur XF-1600 
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Le menu de suivi des CIQ permet une visualisation rapide du suivi de chacun des PMT 

(figure 60). 

 

 

Figure 61 : Exemple de rapport des contrôles qualité 

 

Au quotidien, le gain appliqué à chacun des photomultiplicateurs est réadapté et ajusté afin 

de pallier les éventuelles dérives de l’automate. Sur le rapport ci-dessus, est renseigné pour 

chacun des 12 PMT le voltage cible ainsi que le voltage appliqué le jour même qui a permis 

d’obtenir les valeurs de fluorescence attendues. Les bornes limites haute et basse 
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permettent de savoir si le voltage appliqué ne diffère pas trop de la cible initiale. Enfin le 

statut du contrôle est renseigné : « pass » ou « fail » (figure 61). 

La maintenance quotidienne consiste à un rinçage avec une solution clean avant la mise 

hors tension du cytomètre. 

III.3. Passage des échantillons 

Le passage des échantillons sur le cytomètre peut se faire de différentes façons. Un mode 

automatisé avec passeur, et un mode manuel. Il est possible de charger jusqu’à 25 

échantillons différents dans le mode passeur grâce à des rotors appropriés. Il est également 

prévu un mode de passage manuel pour un échantillon à la fois. 

 

Figure 62 : Liste des échantillons analysés par le cytomètre 

 

Sur la figure ci-dessus (figure 62), nous avons un aperçu de la liste de travail du cytomètre. 

Tous les échantillons analysés sont représentés sur cette liste de travail. On retrouve 

l’identification de l’échantillon avec nom, prénom du patient ainsi qu’un numéro interne au 

laboratoire. Pour chacun des échantillons analysés, cette liste de travail nous renseigne 

également sur le panel utilisé, la date d’acquisition, ainsi que le statut (validé ou non) de 

chaque échantillon. Il est également possible de revisualiser les images acquises pour 

chacun des patients tout simplement en sélectionnant le patient voulu sur la worklist. (Figure 

63). Il est alors possible de modifier ou réajuster certaines fenêtres ou plots. 
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Figure 63 : Images acquises sur XF-1600 

 

 

Figure 64 : Passage des échantillons en mode manuel 

 

En passage manuel, un seul échantillon de patient peut être analysé. Pour cela on indique 

l’identité du patient puis on sélectionne le panel choisi pour l’analyse. 
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Figure 65 : Passage des échantillons en mode rotor (automatique) 

 

De la même façon que pour le passage en mode manuel, dans le mode passeur 

automatique, l’identité de chaque échantillon est rentrée dans le logiciel puis le panel 

d’anticorps est sélectionné pour analyse de l’échantillon. Il est possible de programmer des 

panels différents les uns à la suite des autres pour des échantillons de patients différents. 

Un système d’agitation permet une homogénéisation des échantillons entre les acquisitions 

des différents patients. En effet sans ce système, une sédimentation pourrait avoir lieu pour 

les derniers échantillons à analyser entrainant une impossibilité d’analyse. 

 

III.4. Acquisition des images 

 

Figure 66 : Acquisition des images sur XF-1600 
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L’acquisition des images se fait en temps réel sur le logiciel d’acquisition au fur et à mesure 

que l’échantillon est analysé. Il est possible de réajuster certaines fenêtres en cours 

d’analyse afin de mieux cibler les populations d’intérêt. Un bandeau en bas de l’écran 

rappelle le panel utilisé, ainsi que l’identification de l’échantillon en cours d’acquisition. Il est 

également mentionné le nombre d’évènement total déjà acquis par le cytomètre, ainsi que la 

durée d’acquisition et le nombre d’évènements acquis par seconde. 

III.5. Création et paramétrage des panels 

 

 

Figure 67 : Menu "panel master" sur XF-1600 

 

Un menu « panel master » (présenté ci-dessus) permet la création de nouveaux panels ou la 

modification des panels déjà paramétrés sur l’automate. Après sélection du panel voulu sur 

la gauche de l’écran, il est possible de modifier les réglages du dit panel sur la droite de 

l’écran. Les possibilités sont multiples : modification du nom de chaque canal de détection, 

application d’un seuil de détection (Threshold) pour certains paramètres, réglage du gain 

appliqué à chacun des photomultiplicateurs. C’est également dans ce menu qu’est 

paramétrée la vitesse d’acquisition, ou les éventuelles conditions automatiques d’arrêt de 

l’acquisition. Ces deux derniers paramètres sont également modifiables avant chaque 

acquisition sans nécessairement utiliser le menu « panel master ». 
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IV. Matériel et méthodes 

Afin de procéder à la corrélation des deux automates Navios et XF-1600, un passage 

d’échantillons sur les deux cytomètres est réalisé sur un total de 200 échantillons. 

Les échantillons de patients sont tout d’abord analysés par les cytomètres utilisés en routine 

au laboratoire (Navios). Les échantillons pour lesquels la quantité de prélèvement est 

suffisante sont alors analysés par le XF-1600. Le choix des échantillons à analyser sur le 

XF-1600 se fait également en fonction des situations retrouvées, pathologiques ou non, afin 

d’obtenir une variété la plus importante possible. De plus différentes matrices sont 

analysées : sang total, moelle osseuse, ponction ganglionnaire, liquide céphalorachidien. 

Le même tube est donc analysé sur les deux automates avec un marquage qui est identique. 

Dans un premier temps a été réalisé le montage des panels voulus sur le XF-1600, ainsi que 

les réglages du cytomètre (voltage des PMT, compensations). 

Plusieurs panels sont testés afin de couvrir un maximum de situations. Panel d’orientation 

lymphoïde B, complément B, panel T, panel plasmocyte, panel LMMC/Covid, et panel 

leucémie aigüe. 

À la suite de l’acquisition des données sur les deux cytomètres, les fichiers FCS sont 

retraités sur le logiciel de retraitement Kaluza. Les protocoles de retraitement pour chacun 

des panels étudiés sont identiques pour retraiter les données acquises sur les deux 

automates. Les images correspondant aux résultats de ce retraitement sont comparées une 

à une pour une comparaison qualitative des cytomètres. 

D’autre part, les proportions des différentes sous populations étudiées obtenues pour chacun 

des panels par les deux automates sont comparées afin de procéder à une corrélation 

quantitative. 

Les populations comparées pour chacun des panels sont les suivantes : 

- Panel d’orientation lymphoïde B : lymphocytes totaux, lymphocytes CD3+, 

lymphocytes CD4+, lymphocytes CD8+, lymphocytes CD2+, lymphocytes CD19+, 

lymphocytes CD5+, lymphocytes CD20+, lymphocytes CD19+ kappa et 

lymphocytes CD19+ lambda. La composition du panel d’orientation lymphoïde est 

présentée en annexe 5. 

- Panel complément B : expression des marqueurs suivants : FMC7, CD79b, 

CD23, CD38, CD10, CD11c, CD25 et CD180 sur les lymphocytes B CD19+. La 

composition du panel complément d’orientation B est présentée en annexe 6. 

- Panel T : lymphocytes T (CD3+/CD19-), lymphocytes B (CD19+/CD3-), 

lymphocytes NK (CD3-/CD19-), lymphocytes T gamma delta, lymphocytes T 

CD4+, lymphocytes T CD8+, lymphocytes T cytotoxiques (CD3+/CD19- et 

CD16+ouCD56+), lymphocytes T CD10+, lymphocytes NK (CD3-/CD19- et 
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CD56+ et/ou CD16+), lymphocytes T CD7dim. La composition du panel T est 

présentée en annexe 7. 

- Panel plasmocytes : plasmocytes totaux (CD38+/CD138+), puis pourcentage de 

plasmocytes CD19+, CD56 et/ou 28+, CD20+, CD27+, CD34 et/ou CD117+, 

plasmocytes kappa et plasmocytes lambda et perte du CD45 par rapport à des 

plasmocytes contrôles. La composition du panel de typage plasmocytaire est 

présentée en annexe 8. 

- Panel LMMC : Pourcentage de monocytes MO1, MO2, MO3, SLAN+ et 

pourcentage de monocytes totaux. La composition du panel LMMC est présentée 

en annexe 9. 

- Panel Leucémie Aigüe : Pourcentage de blastes, puis pourcentage de blastes 

CD7 et/ou CD56+, CD19+, CD13+, CD117+, CD33+, CD34+, CD10+, CD38+ et 

HLA-DR+. La composition du panel Leucémie Aigüe est présentée en annexe 10. 

 

Les statistiques correspondant aux proportions des différentes sous populations étudiées 

sont ensuite extraites dans un fichier Excel puis comparées grâce à un tableur dédié (ACMF-

TABLEUR DE CORRELATION DE DEUX CYTOMETRES) (figure 68). 

 

 

Figure 68 : Tableur de corrélation entre deux cytomètres 

 

Les résultats de corrélation entre les Navios et le XF-1600 Sysmex® pour chacun des panels 

sont donnés pour chaque marqueur étudié et sont interprétés grâce à une droite de 

régression ainsi que les diagrammes des différences. 
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V. Résultats  

I.1. Description générale 

Durant trois mois ont été passés en double (Navios 1 ou 2 et XF-1600) 200 échantillons pour 

un objectif initial de 200 échantillons. Parmi ces 200 échantillons, la répartition par panel est 

la suivante : 

 - 74 panels d’orientation B 

 - 13 panels complément B 

 - 37 panels plasmocytes 10 couleurs 

 - 28 panels T 

 - 33 panels LMMC/COVID 

 - 15 panels d’orientation de leucémie aigüe. 

Plus de précisions concernant les résultats de ces échantillons sont apportées dans les 

parties suivantes. 

Concernant les différentes matrices utilisées pour les typages réalisés, on retrouve en 

majorité du sang total ainsi que des échantillons de moelle osseuse. Cependant trois 

échantillons de LCR ainsi que quatre échantillons de ponction ganglionnaire ont été analysés 

par les cytomètres. 
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V.1. Panel orientation lymphoïde B 

V.1.1. Corrélation méthode quantitative 

La comparabilité de la proportion de 10 sous-populations cellulaires (lymphocytes totaux, 

CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD2+, CD20+, kappa, lambda et CD5+) a été évaluée sur 74 

échantillons. 

Les résultats de corrélation entre les Navios® et le XF-1600 Sysmex® pour le panel 

d’orientation lymphoïde sont donnés pour chaque marqueur étudié et sont interprétés grâce 

à une droite de régression ainsi que les diagrammes des différences. 

Les équations des droites de régressions pour chacun des paramètres testés sont 

regroupées dans le tableau suivant : 

 

Tableau 3 : Corrélation du panel B 

Paramètre étudié Droite de régression R² 

Lymphocytes totaux y = 0,9289x - 3,849 
 

0.93733 

CD3 y = 1,0184x + 0,1816 
 

0.99259 

CD4 y = 1,0187x - 1,4079 
 

0.99202 
 

CD8 y = 0,9994x - 0,0399 
 

0.99418 

CD19 y = 1,0141x - 0,8009 
 

0.99742 

CD20 y = 1,1305x - 16,813 
 

0.84508 

CD2 y = 1,0074x + 1,693 
 

0.97449 

Kappa y = 0,9876x + 1,6752 0.98176 
 

Lambda y = 0,9868x - 0,3177 
 

0.98212 

CD5 y = 0,9131x - 3,7493 
 

0.94370 

 

Les diagrammes des différences pour chacun des paramètres analysés avec le panel 

d’orientation B sont donnés ci-dessous (figure 69 et 70). 
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Figure 69 : Diagrammes des différences pour le panel d'orientation (1) 
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Figure 70 : Diagrammes des différences pour le panel d'orientation (2) 
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V.1.2. Corrélation méthode qualitative 

La simple comparaison des proportions des différentes sous populations cellulaires obtenues 

après analyse sur les deux automates ne suffit pas. La concordance des interprétations des 

résultats donnés par les différents automates est indispensable notamment pour le 

paramètre CD5 sur les lymphocytes B pour lequel rendre un pourcentage seul n’a que peu 

de sens. Il est plus judicieux de rendre un résultat qualitatif : CD5+ ou CD5- afin de 

caractériser la population. 

Pour les 74 échantillons testés avec le panel d’orientation lymphoïde B, on retrouve dans 

tous les cas la même interprétation du phénotype. Ces interprétations sont présentées pour 

chacun des 74 échantillons dans la figure suivante (figure 71). 
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Numéro 
d’échantillon Navios XF-1600 

Numéro 
d’échantillon Navios XF-1600 

1 Polytypiques Polytypiques 38 Polytypiques Polytypiques 

2 Polytypiques Polytypiques 39 Polytypiques Polytypiques 

3 CD5-lambda CD5-lambda 40 Polytypiques Polytypiques 

4 CD5-lambda CD5-lambda 41 Polytypiques Polytypiques 

5 CD5+kappa CD5+kappa 42 CD5+kappa CD5+kappa 

6 Polytypiques Polytypiques 43 Absence de B Absence de B 

7 CD5+kappa CD5+kappa 44 Polytypiques Polytypiques 

8 CD5-kappa CD5-kappa 45 Polytypiques Polytypiques 

9 CD5-kappa CD5-kappa 46 CD5-kappa CD5-kappa 

10 CD5-kappa CD5-kappa 47 Polytypiques Polytypiques 

11 CD5+kappa CD5+kappa 48 CD5+kappa CD5+kappa 

12 Polytypiques Polytypiques 49 Polytypiques Polytypiques 

13 CD5+lambda CD5+lambda 50 Polytypiques Polytypiques 

14 CD5+lambda CD5+lambda 51 Polytypiques Polytypiques 

15 Polytypiques Polytypiques 52 Polytypiques Polytypiques 

16 CD5-kappa CD5-kappa 53 Polytypiques Polytypiques 

17 Polytypiques Polytypiques 54 Polytypiques Polytypiques 

18 CD5-kappa CD5-kappa 55 CD5-kappa CD5-kappa 

19 CD5+kappa CD5+kappa 56 CD5+kappa CD5+kappa 

20 CD5+lambda CD5+lambda 57 CD5-lambda CD5-lambda 

21 CD5-kappa CD5-kappa 58 CD5-kappa CD5-kappa 

22 CD5-lambda CD5-lambda 59 CD5+kappa CD5+kappa 

23 Polytypiques Polytypiques 60 Polytypiques Polytypiques 

24 Polytypiques Polytypiques 61 Polytypiques Polytypiques 

25 Polytypiques Polytypiques 62 0 0 

26 Polytypiques Polytypiques 63 Polytypiques Polytypiques 

27 CD5-lambda CD5-lambda 64 CD5-lambda CD5-lambda 

28 CD5-lambda CD5-lambda 65 CD5+lambda CD5+lambda 

29 CD5+kappa CD5+kappa 66 CD5+lambda CD5+lambda 

30 CD5+lambda CD5+lambda 67 CD5-kappa CD5-kappa 

31 Polytypiques Polytypiques 68 CD5+kappa CD5+kappa 

32 Polytypiques Polytypiques 69 Polytypiques Polytypiques 

33 Polytypiques Polytypiques 70 CD5-kappa CD5-kappa 

34 CD5+kappa CD5+kappa 71 CD5+lambda CD5+lambda 

35 CD5+lambda CD5+lambda 72 CD5+kappa CD5+kappa 

36 Polytypiques Polytypiques 73 Polytypiques Polytypiques 

37 Polytypiques Polytypiques 74 CD5+lambda CD5+lambda 

Figure 71 : Tableau récapitulatif des concordances pour le panel d'orientation B 

 

Les résultats sont identiques pour tous les échantillons analysés par les deux cytomètres. 
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V.1.3. Exemples d’images 

Afin de mieux se rendre compte des performance analytiques du XF-1600 ainsi que de sa 

corrélation avec les Navios, la comparaison des images obtenues avec les deux automates 

est indispensable. Dans cette partie sont présentées les images des graphiques 

biparamétriques obtenus après retraitement des données acquises en fichiers FCS sur le 

logiciel de retraitement Kaluza®. Les différentes situations pathologiques ainsi que non 

pathologiques sont comparées. 
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Figure 72 : Exemple de patient avec lymphocytes B polytypiques. 
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Sur ce premier exemple (figure 72), correspondant à un échantillon non pathologique, les 

lymphocytes totaux sélectionnés en CD45fort et SS faible représentent environ 13% de la 

population de CD45 totaux. Parmi ces lymphocytes, environ 79% correspondent à des 

lymphocytes CD3+ (en marron) et 14% à des lymphocytes B CD19+ (en bleu). En se 

conditionnant sur ces lymphocytes B CD19+, on remarque que l’immense majorité de ces 

derniers n’exprime pas le CD5 et que la répartition de l’expression des chaines légères est 

équilibrée : 60% kappa et 40% lambda environ. Enfin, 99% des lymphocytes B CD19+ 

expriment également le CD20. 
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Figure 73 : Comparaison d'images, clone CD5+ lambda 
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Sur cet exemple d’échantillon (figure 73), on retrouve sur les deux cytomètres une population 

de lymphocytes totaux représentant 45% environ des CD45 totaux. Parmi ces lymphocytes, 

51% environ sont CD3+ et correspondent aux lymphocytes T. Parmi ces lymphocytes T 

CD3+, on retrouve 50% de T CD4+ et 45% de T CD8+. Ici, les lymphocytes B CD19+ (en 

rose) représentent 43% de la population de lymphocytes totaux. Ces lymphocytes B CD19+ 

présentent une monotypie lambda d’expression plutôt forte, expriment le CD5 et conservent 

une expression du CD20. En effet 99,9% des lymphocytes CD19+ expriment également le 

CD20.  

On retrouve donc sur les deux cytomètres la population clonale lymphocytaire B CD19+, 

CD5+ et lambda d’expression forte. Cette population correspond à environ 43% des 

lymphocytes totaux. Cet échantillon correspond à une patiente suivie pour un lymphome du 

manteau. 
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Figure 74 : Comparaison d'image, clone CD5+ kappa 
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Sur cet exemple d’échantillon (figure 74), on retrouve sur les deux cytomètres une population 

de lymphocytes totaux représentant 97% environ des CD45 totaux. Parmi ces lymphocytes, 

1% environ d’entre-eux expriment le CD3+ et correspondent aux lymphocytes T. Parmi ces 

lymphocytes T CD3+, on retrouve 16% de T CD4+ et 65% de T CD8+. Ici, les lymphocytes B 

CD19+ (en rose) représentent 97% de la population de lymphocytes totaux soit l’immense 

majorité des cellules du prélèvement. Cette population lymphocytaire B CD19+ exprime 

également le CD5 et une chaine légère kappa d’intensité faible. On remarque également la 

diminution d’intensité du CD20 sur ces lymphocytes B clonaux (le nuage de points en 

CD20/SS est décalé vers la gauche). Cet échantillon correspond à un patient atteint de 

leucémie lymphoïde chronique (LLC). 

Par ailleurs on retrouvait pour ce patient un score de Matutes égal à 5. De plus la 

lymphocytose sanguine était égale à 14,20 G/L et la cytologie retrouvait de petits 

lymphocytes murs ainsi que de nombreuses ombres de Gumprecht. 
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Figure 75 : Comparaison d’image, clone CD5- kappa 
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Sur cet exemple d’échantillon (figure 75), on retrouve sur les deux cytomètres une population 

de lymphocytes totaux représentant 85% environ des CD45 totaux. Parmi ces lymphocytes, 

environ 9% d’entre-eux expriment le CD3+ et correspondent aux lymphocytes T. Parmi ces 

lymphocytes T CD3+, on retrouve 57% de T CD4+ et 32% de T CD8+. Ici, les lymphocytes B 

CD19+ (en bleu) représentent 85% de la population de lymphocytes totaux. Cette population 

lymphocytaire B CD19+ n’exprime pas le CD5 et exprime en revanche une chaine légère 

kappa d’intensité normale. Par ailleurs, les lymphocytes B présents expriment le CD20 de 

façon normale. 

On retrouve donc ici une population clonale de lymphocytes B CD19+, CD5-, avec 

expression d’une chaine légère kappa d’intensité modérée. Le clone représente 90% des 

lymphocytes B en CMF. 

Cet échantillon correspond à une patiente atteinte d’un LNH-B non LLC non classable en 

cytologie et en CMF. Le score de Matutes retrouvé pour ce patient est de 1. Par ailleurs, on 

retrouve chez cette patiente une mutation MYD88 positive ainsi qu’un pic monoclonal IgM 

Kappa à l’électrophorèse des protéines égal à 5,7 g/L. L’ensemble a donc orienté le 

diagnostic vers un lymphome lymphoplasmocytaire (maladie de Waldenström) (42). 
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Figure 76 : Comparaison clone CD5- lambda 
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Sur cet exemple d’échantillon (figure 76), on retrouve sur les deux cytomètres une population 

de lymphocytes totaux représentant 70% environ des CD45 totaux. Parmi ces lymphocytes, 

12% environ d’entre eux expriment le CD3+ et correspondent aux lymphocytes T. Parmi ces 

lymphocytes T CD3+, on retrouve 48% de T CD4+ et 44% de T CD8+. Ici, les lymphocytes B 

CD19+ (en bleu) représentent 85% de la population de lymphocytes totaux. 

Cette population de lymphocytes B CD19+ n’exprime pas le CD5 mais exprime une chaine 

légère lambda d’intensité normale. Par ailleurs, l’intégralité des lymphocytes B CD19+ 

expriment également le CD20. Le clone B CD19+ CD5- lambda représente ici 85% des 

lymphocytes totaux en CMF. 

Un point intéressant est à souligner sur cet échantillon : l’aspect du nuage de lymphocytes 

en FS/SS. On remarque en effet que la population lymphocytaire déborde en SS vers la 

droite, là où se situe habituellement le nuage de monocytes. On retrouve très bien cet aspect 

sur les deux automates, en FS/SS ainsi qu’en CD20/SS. 

Il s’agit là d’un aspect très évocateur des tricholeucocytes. Cela s’explique par la structure du 

tricholeucocytes, se rapprochant de celle d’un monocyte. Un panel spécifique aux 

tricholeucocytes a donc été réalisé en complément de ce panel d’orientation B. 

On retrouvait alors un immunophénotypage en faveur de tricholeucocytes : CD5-, monotypie 

lambda d’intensité normale, CD20+, CD103+, CD123+, CD11c+ et CD25+. 
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Figure 77 : Comparaison d'un échantillon de lymphocytes B polytypiques (ganglion). 
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Sur cet échantillon (figure 77), on remarque que la quasi-intégralité du prélèvement est 

composée de lymphocytes, ce qui est attendu dans une ponction ganglionnaire. Ici la 

répartition des populations lymphocytaires est équilibrée, sans mis en évidence de 

lymphocytes B monotypiques. 

- La répartition entre les lymphocytes B et T est équilibrée : 47% de CD3+ 

(lymphocytes T) et 51% de CD19+ (lymphocytes B). 

- Parmi les lymphocytes CD3+, la répartition CD4+/CD8+ est normale avec environ 

66% de T CD4+ et 25% de CD8+. 

- Parmi la population de CD19+ correspondant aux lymphocytes B, la répartition de 

l’expression des chaines légères est équilibrée, avec 60% de lymphocytes B 

kappa environ et 40% de lymphocytes B lambda. De plus cette population CD19+ 

exprime également le CD20. 
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Figure 78 : Exemple de clone CD5+ lambda minoritaire (30% des lymphocytes B totaux) 
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Cet échantillon (figure 78) est également intéressant. En effet on remarque très bien la 

présence des deux populations de lymphocytes B CD19+ sur l’histogramme CD5/CD19. La 

population lymphocytaire B CD19+ et CD5- (en bleu) est polytypique. En effet, 68% de ces 

lymphocytes expriment une chaine légère kappa et environ 32% une chaine légère lambda. 

En revanche, en conditionnant l’histogramme kappa/lambda sur la population CD5+, on 

remarque que près de 90% de ces lymphocytes expriment une chaine légère lambda. Nous 

avons donc ici une population monotypique CD5+ lambda représentant 30% des 

lymphocytes B soit 3.6% des lymphocytes totaux en CMF. 
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Figure 79 : Exemple de patient avec population CD4-/CD8- en excès et lymphopénie B. 
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Concernant cet échantillon de patient (figure 79), plusieurs anomalies ont été décelées en 

CMF. La première d’entre elles est la présence en quantité beaucoup trop élevée de la 

population CD4-/CD8- sur les lymphocytes CD3+. Elle représente environ 40% des 

lymphocytes CD3+. Une telle proportion doit faire rechercher une anomalie du profil 

phénotypique des lymphocytes T. Une exploration du profil T sera réalisée pour ce patient 

(figure 91). 

La deuxième anomalie est la quasi-absence de lymphocytes CD19+ chez ce patient. En effet 

avec 1.25% de lymphocytes CD19+ nous avons ici une lymphopénie B. 
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V.2. Panel complément B 

V.2.1. Corrélation méthode quantitative 

Concernant le panel complément B, 13 échantillons ont pu être analysés en double. Les 

résultats de corrélation entre les Navios® et le XF-1600 Sysmex® pour ce panel sont donnés 

pour chaque marqueur étudié et sont interprétés grâce à une droite de régression ainsi que 

des diagrammes des différences. 

Les équations des droites de régressions pour chacun des paramètres testés sont 

regroupées dans le tableau suivant : 

Tableau 4 : Corrélation panel complément B 

Paramètre étudié Droite de régression R² 

CD19 y = 1,0153x - 1,4994 0,98647 

FMC7 y = 0,9808x + 2,5737 0.97594 

CD23 y = 0,6559x + 0,4181 0,83487 

CD79b y = 0,9886x - 1,4323 0,97837 

CD38 y = 1,1661x + 3,6257 0,88034 

CD10 y = 0,1311x + 0,4433 0.29723 

CD11c y = 0,7676x - 0,13 0,82731 

CD25 y = 0,8183x + 0,3995 0,89280 

CD180 y = 0,4824x + 0,0214 0,81052 

 

Les diagrammes des différences pour chacun des paramètres testés sont présentés ci-

dessous (figures 80 et 81). 
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Figure 80 : Diagrammes des différences pour le panel complément B (1) 
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Figure 81 : Diagrammes des différences pour le panel complément B (2) 
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V.2.2. Corrélation méthode qualitative 

Concernant la corrélation en termes d’interprétation, pour les 13 échantillons on retrouve le 

même phénotype quel que soit l’automate utilisé. Ces phénotypes sont représentés dans le 

tableau ci-dessous (figure 82) : 

 

Figure 82 : Phénotypes retrouvés pour chacun des échantillons sur les deux automates 

 

Aucune discordance n’est observée parmi les 13 échantillons analysés pour le panel 

complément B. 

V.2.3. Exemples d’images 

Afin de comparer pleinement les deux cytomètres, il convient de comparer les images 

obtenues après acquisition sur chacun des deux cytomètres. Des figures correspondant à 

différentes situations pathologiques sont présentées ci-après. 

- Clone lymphocytaire B avec score de Matutes égal à 5 (figure 83). 

- Clone lymphocytaire B avec score de Matutes égal à 0 (figure 85). 

- Clone lymphocytaire B avec expression forte du FMC7 et score de Matutes égal à 

1 (figure 86). 

- Clone lymphocytaire B CD38+ sur prélèvement ganglionnaire, avec score de 

Matutes égal à 1 (figure 87). 



 

Nicolas VOIRIN-MATHIEU | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2021 111 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

- 



 

Nicolas VOIRIN-MATHIEU | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2021 112 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 83 : Exemple de clone lymphocytaire B (LLC) 
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Sur cet exemple (figure 83), on peut observer une population lymphocytaire B CD19+ 

représentant environ 98% des lymphocytes totaux. Cette population a le phénotype suivant : 

CD23+, FMC7-, CD79b-, CD180-, CD25-, CD11c-, CD38-. 

Par ailleurs, les lymphocytes B de ce patient exprimaient également le CD5 et avaient une 

intensité d’expression faible des chaines légères kappa (figure 84). Cela porte donc le score 

de Matutes à 5 et pose le diagnostic de LLC. De plus, ce patient présentait une 

hyperlymphocytose à 48 G/L. 

On peut également remarquer la difficulté de séparation des populations CD19+ et CD19- 

quel que soit le cytomètre utilisé. Par ailleurs le CD19 peut être faiblement exprimé dans une 

LLC. 

 

 

Figure 84 : Images CD5, CD20, kappa et lambda, acquisition XF-1600 en haut, sur Navios en bas. 
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Figure 85 : Exemple de patient avec clone B FMC7 fort, CD11c+faible, CD180+ 
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Sur cet exemple de patient (figure 85), la population B CD19+ ne représente qu’environ 10% 

des lymphocytes totaux en CMF. Cette population présente le phénotype suivant : FMC7 

d’intensité forte, CD79b+, CD11c+ faible, CD38-, CD25-, CD180+ et CD10-. Par ailleurs il 

s’agissait d’un clone B CD5- monotypique kappa portant le score de Matutes à 0.  

Ce patient était connu pour un lymphome splénique à lymphocytes villeux (SLVL). Il s’agit ici 

d’une phase leucémique de ce SLVL. De plus, la cytologie retrouvait quelques lymphocytes 

villeux. 
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Figure 86 : :  Exemple de clone B FMC7+ d’intensité forte, CD180+ fort 
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Pour ce patient (figure 86), le clone B CD19+ représente environ 70% des lymphocytes 

totaux retrouvés en CMF. Le profil immunophénotypique de ce clone est le suivant : FMC7 

d’intensité forte, CD79b+, CD180+. Les CD23, CD38, CD25, CD10, CD11c sont quant à eux 

négatifs. 

Associé à un profil CD5+ et avec une expression monotypique lambda, le score de Matutes 

est de 1. 
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Figure 87 : Clone B CD38+ sur ponction ganglionnaire 
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Sur ce dernier exemple (figure 87), le typage est réalisé sur ponction ganglionnaire. On 

remarque que la quasi-totalité des cellules sont des lymphocytes. Parmi ces lymphocytes, 

environ 55% sont des lymphocytes B CD19+. Le profil immunophénotypique de ce clone est 

le suivant : FMC7+, CD23-, CD79b-, CD38+, CD25-, CD11c-, CD10- et CD180+. Par 

ailleurs, le clone est également CD5- avec une monotypie lambda d’expression normale, 

portant le score de Matutes à 1. 
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V.3. Panel orientation lymphoïde T 

V.3.1. Corrélation méthode quantitative 

Concernant ce panel, 28 échantillons de patients ont été évalués. Les populations cellulaires 

comparées sont les suivantes : 

- Lymphocytes CD3+/CD19- (lymphocytes T) 

- Lymphocytes CD3-/CD19- (lymphocytes non-B et non-T = lymphocytes NK) 

- Lymphocytes TCR gamma delta parmi les CD3+ 

- Lymphocytes T CD4+ parmi les CD3+ 

- Lymphocytes T CD8+ parmi les CD3+ 

- Lymphocytes T cytotoxiques CD3+/CD19-/CD56+ et/ou CD16+ 

- Lymphocytes CD10+ parmi les lymphocytes T CD4+ 

- Lymphocytes NK (CD56+/CD16+) parmi les CD3-/CD19- 

- Lymphocytes CD7+dim parmi les CD3+ 

Les équations des droites de régressions pour chacun des paramètres testés sont 

regroupées dans le tableau suivant : 

Tableau 5 :  Corrélation du panel T 

Paramètre étudié Droite de régression R² 

CD3+/CD19- y = 1,0026x + 0,1089 0.99301  

CD3-/CD19- y = 1,0273x + 0,8202 0.97962  

CD4+ y = 1,0115x - 1,2704 0.96835  

CD8+ y = 1,0165x - 0,4475 0.94713  

TCR gamma delta y = 0,9593x - 0,0639 0.99438  

CD10+ y = -0,0335x + 0,1801 0.00300  

Ly T cytotoxiques y = 0,6472x + 0,9346  0.61740  

CD7+dim y = 0,9641x + 0,1892  0.92913  

Lymphocytes NK y = 0,9377x + 1,0642 
 

0.75893 

Les diagrammes des différences pour chacun des paramètres testés sont présentés ci-

dessous (figures 88 et 89). 
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Figure 88 : Diagrammes des différences pour le panel T (1) 
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Figure 89 : Diagrammes des différences pour le panel T (2) 
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V.3.2. Corrélation méthode qualitative 

Concernant ce panel T, parmi les 28 échantillons analysés en double, seuls trois d’entre eux 

présentaient une anomalie du profil lymphocytaire T. Les 25 autres ne montraient pas 

d’anomalies phénotypiques. 

Les 25 échantillons retrouvés sans anomalies sur le Navios l’étaient également après 

acquisition sur le XF-1600. 

Le premier des cas pathologique est celui d’une expansion des lymphocytes TCR gamma 

delta. Pour cet échantillon, les deux automates retrouvent les mêmes proportions de cette 

population lymphocytaire (figure 90).  

Concernant le second échantillon avec une anomalie retrouvée, là encore les deux 

cytomètres retrouvent des résultats similaires. Pour ce deuxième échantillon, on retrouve 

une population CD3-/CD19- , CD56+/CD7+ représentant 40% de lymphocytes totaux en 

CMF et correspondant à des lymphocytes NK (figure 91). 

Pour le dernier échantillon présentant une anomalie, on retrouve une population CD3-CD19- 

représentant environ 80% des lymphocytes. Cette population exprime également les CD2, 

CD5 et CD7 et correspond à des lymphocytes de Leucémie prolymphocytaire T (LPL-T). 

Pour ce dernier cas là encore les résultats des deux cytomètres sont similaires (figure 92). 

 

 

V.3.3. Exemples d’images 

Différentes situations pathologiques ou non pathologiques de répartition et de phénotypes 

des lymphocytes T sont présentés dans cette partie : 

- Patient sans anomalies du profil des lymphocytes T en CMF (figure 90). 

- Patient avec augmentation des lymphocytes T gamma delta (figure 91). 

- Patient avec augmentation des lymphocytes NK (figure 92). 

- Patient présentant une population lymphocytaire T de profil compatible avec une 

LPL-T (figure 93). 
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Figure 90 : Exemple de patient sans anomalies des lymphocytes T 
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Sur cet exemple de patient (figure 90), on ne retrouve aucune anomalie du profil T en CMF. 

Ici les lymphocytes représentent environ 25% des CD45 totaux. Parmi ces lymphocytes, on 

retrouve environ 66% de lymphocytes CD3+ CD19- (lymphocytes T), 13% de lymphocytes 

CD3-/CD19- (lymphocytes NK) et 20% de lymphocytes CD19+/CD3- correspondant aux 

lymphocytes B (en noir). La population de lymphocytes T gamma delta est ici représentée 

autour de 1% des lymphocytes totaux. 

En se conditionnant sur les lymphocytes T(CD3+/CD19-), on peut voir que 55% d’entre-eux 

sont des LT CD4+ et environ 40% des LT CD8+. Ces lymphocytes T coexpriment également 

le CD5 et le CD7 et n’expriment pas le CD10. Toujours en se conditionnant sur la population 

CD3+/CD19-, on remarque que la proportion de lymphocytes T cytotoxiques (CD16+ et/ou 

CD56+) n’est pas excessive et représente ici moins de 1% des lymphocytes T. Enfin, en se 

conditionnant sur la population CD3-/CD19- isolée sur la deuxième fenêtre, on peut voir que 

la quasi-intégralité de cette population (environ 90%) exprime bien le CD56 et/ou le CD16 et 

correspond bien à des lymphocytes NK. 
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Figure 91 : Exemple de patient avec augmentation des lymphocytes T gamma delta 
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Sur cet échantillon médullaire (figure 91), les lymphocytes totaux sélectionnés en CD45fort 

et SS faible représentent environ 13% des cellules totales. Parmi ces lymphocytes, on 

remarque une augmentation de la proportion de lymphocytes T gamma delta, représentant 

ici 40% des lymphocytes. Par ailleurs les proportions de lymphocytes T CD3+CD19- et NK 

CD3-/CD19- sont par conséquent diminuées. De plus on observe une très faible proportion 

de lymphocytes B CD19+CD3-. 

La population T CD3+/CD19- a une expression équilibrée pour les CD4 et CD8. La 

population de lymphocytes T gamma delta (ici en turquoise) exprime partiellement le CD8 

mais pas le CD4. Enfin nous n’observons pas de population CD3dim parmi les lymphocytes 

CD3+. 

Sur cet échantillon sanguin, les lymphocytes totaux sélectionnés en CD45fort et SS faible 

représentent environ 25% des cellules totales. Les proportions des différentes sous 

populations lymphocytaires sont bien respectées. On a ainsi environ 65% de lymphocytes T 

CD3+/CD19-, 20% de lymphocytes B CD19+/CD3-, et environ 15% de lymphocytes NK 

(CD3-/CD19-). Contrairement à l’exemple précédent, les lymphocytes T gamma delta sont ici 

présents en proportion normale (moins de 1%). 

Parmi les lymphocytes T, la coexpression du CD5 est du CD7 est bien présente, sans sous 

expression du CD7. On devine également la présence de deux nuages de points sur 

l’histogramme CD7/CD5, correspondant aux deux sous populations de lymphocytes T (CD4 

et CD8). 

La répartition entre les lymphocytes TCD4+ et CD8+ est équilibrée. Enfin nous n’observons 

pas d’expression du CD10 sur ces lymphocytes T CD3+/CD19-. 

Par ailleurs, le taux de lymphocytes T cytotoxiques est normal et la proportion de cellules 

CD56+ et/ou CD16+ parmi les lymphocytes CD3-/CD19- est proche de 100%. 
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Figure 92 : Exemple de patient avec excès de lymphocytes NK. 
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Sur cet échantillon médullaire (figure 92), les lymphocytes totaux sélectionnés en CD45fort 

et SS faible représentent environ 4% des cellules totales. Les proportions des différentes 

sous populations lymphocytaires ne sont ici pas respectées. On observe ainsi environ 50% 

de lymphocytes T CD3+/CD19-, moins de 1% de lymphocytes B CD19+/CD3-, et un excès 

de lymphocytes NK (CD3-/CD19-) ici à 50% environ.  

La répartition entre les lymphocytes T CD4+ et CD8+ est équilibrée. Enfin nous n’observons 

pas d’expression du CD10 sur ces lymphocytes T CD3+/CD19-. 

Par ailleurs, le taux de lymphocytes T cytotoxiques est normal et la proportion de cellules 

CD56+ et/ou CD16+ parmi les lymphocytes CD3-/CD19- est proche de 100%. 

Enfin, la population de lymphocytes NK représentée en excès ne présente pas d’anomalie 

phénotypique. Ces derniers expriment dans leur grande majorité le CD16 et/ou CD56 ainsi 

que le CD7. 
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Figure 93 : Exemple de patient avec immunophénotypage en faveur d’une LPL-T 
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Sur cet échantillon sanguin (figure 93), les lymphocytes totaux sélectionnés en CD45fort et 

SS faible représentent environ 60% des cellules totales. On remarque d’emblée la présence 

de deux populations bien distinctes, notamment sur le graphique en « density plot ».  

Concernant les différentes sous populations lymphocytaires, nous n’observons tout d’abord 

pas d’excès de lymphocytes T gamma delta (moins de 1%). La population correspondant 

aux lymphocytes B (CD19+/CD3-) est représentée à hauteur de 6% environ, et la population 

de lymphocytes T(CD3+/CD19-) est également sous représentée avec un taux de 12% 

environ. Cette sous-représentation des différentes populations lymphocytaire est due à 

l’excès majeur de la population CD3-/CD19- correspondant normalement aux lymphocytes 

NK représentant ici plus de 80% des lymphocytes. Cette population suspecte ici en rouge est 

donc la cible du reste du fenêtrage. 

Il s’agit d’une population de lymphocytes T CD2+ CD4+ CD5+ CD7+ mais ayant perdu le 

CD3 de surface. 

Les marqueurs des lymphocytes NK que sont le CD16 et CD56 ne sont pas exprimés sur 

cette population, écartant ainsi une origine NK de la population suspecte. 

Le diagnostic de leucémie prolymphocytaire T suspecté est confirmé par la suite avec 

l’utilisation d’un panel d’anticorps spécifiques non testé ici, comprenant le TCL-1 (marqueur 

fortement associé à la LPL-T) (43). 

Le phénotype complet de la population est le suivant : CD2+ CD3cy+ CD3 surface - CD4+ 

CD5+ CD7+ TCL-1+. 

Les critères diagnostiques de la LPL-T sont présentés en annexe 3. 
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V.4. Panel typage plasmocytaire 

V.4.1. Corrélation quantitative 

Concernant ce panel, 37 échantillons ont pu être passés en doubles. Les résultats de 

corrélation entre les Navios® et le XF-1600 Sysmex® pour le panel de typage plasmocytaire 

sont donnés pour chaque marqueur étudié et sont interprétés grâce à une droite de 

régression ainsi que les diagrammes des différences. 

Les équations des droites de régressions pour chacun des paramètres testés sont 

regroupées dans le tableau suivant : 

 

Tableau 6 : Corrélation panel plasmocytes 

Paramètre étudié Droite de régression R² 

Plasmocytes y = 1,0106x - 0,0086 0.99692  

Kappa y = 0,9002x + 1,7068 0.93329  

Lambda y = 0,9019x + 7,9224  0.93817  

CD19 y = 0,3747x + 0,8565 0.35514  

CD56+28 y = 0,8289x + 16,421 0.79400  

CD34+117 y = -0,5012x + 37,242 0.12003  

CD45 y = 0,7121x + 2,6073 0.57782  

CD27 y = 0,7722x + 1,4783 0.72972  

CD20 y = 1,3095x + 0,1007 0.72356  

 

 

Les diagrammes des différences pour chacun des paramètres testés sont présentés ci-

dessous (figure 94 et 95). 
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Figure 94 : Diagrammes des différences pour le panel plasmocytes (1) 
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Figure 95 : Diagrammes des différences pour le panel plasmocytes (2) 
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V.4.2. Corrélation méthode qualitative 

Pour évaluer la corrélation de manière qualitative, on compare le phénotype obtenu sur les 

deux cytomètres pour chacun des échantillons. Les paramètres comparés sont les suivants :  

- Plasmocytes polytypiques ou monotypiques 

- Acquisition ou non du CD56 sur les plasmocytes 

- Perte d’expression ou non du CD19 sur les plasmocytes 

- Perte d’expression ou non du CD45 sur les plasmocytes 

- Perte d’expression ou non du CD27 sur les plasmocytes 

- Perte d’expression ou non du CD20 sur les plasmocytes 

Les résultats de cette comparaison sont résumés dans le tableau suivant : 

On observe un seul échantillon de patients pour lequel on met en évidence une discordance. 

En effet pour l’échantillon numéro 10, après acquisition sur le XF-1600 on retrouve une 

population plasmocytaire exprimant le CD56 et/ou CD28, ce qui n’est pas le cas après 

acquisition sur le Navios. 
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  Kappa/Lambda CD56+28 CD19 CD45 CD27 CD20 

Num échantillon Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 

1 k k - - + + + + + + + + 

2 p p                     

3 p p                     

4 p p                     

5 l l + + - - - - + + - - 

6 p p                     

7 p p                     

8 k k + + - - - - + + - - 

9 l l + + - - - - - - - - 

10 l l - + - - - - + + + + 

11 k k + + - - - - - - - - 

12 p p                     

13 k k + + - - - - + + - - 

14 p p                     

15 l l + + - - - - + + - - 

16 l l + + - - - - + + - - 

17 p p                     

18 l l + + + - - - - - + + 

19 p p                     

20 k k - - - - - - + + - - 

21 l l + + - - - - - - - - 

22 p p                     

23 p p                     

24 k k + + - - - - - - - - 

25 p p                     

26 p p                     

27 l l + + - - - - - - - - 

28 k k - - - - - - - - - - 

29 p p                     

30 l l + + - - - - - - - - 

31 l l - - - - - - - - + + 

32 p p                     

33 k k + + - - - - + + - - 

34 l l - + - - - - - - - - 

35 k k + + - - - - - - - - 

36 k k + + - - - - - - - - 

37 p p                     

 

k : monotypie kappa  l : monotypie lambda  p : plasmocytes polytypiques 

+ : Acquisition ou conservation d’expression du marqueur. 

- : Perte ou absence d’acquisition d’expression du marqueur. 
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V.4.3. Exemples d’images 

Diverses situations rencontrées lors du passage des différents échantillons sont présentées 

dans cette partie : 

- Exemple de plasmocytes polytypiques (figure 96). 

- Exemple de clone plasmocytaire lambda, CD56+ CD19- CD27- (figure 97). 

- Exemple de clone plasmocytaire lambda CD56+ CD19- CD27+ (figure 98). 

- Exemple de clone plasmocytaire kappa CD56+ CD19- CD38- (figure 99). 
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Figure 96 : Exemple de plasmocytes polytypiques 
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Sur cet échantillon (figure 96), les rares plasmocytes retrouvés en CMF sont polytypiques. 

Représentant moins de 1% des cellules totales ces plasmocytes CD38+/CD138+ présentent 

une répartition des chaines légères kappa et lambda équilibrée. Par ailleurs, on ne retrouve 

pas d’acquisition de marqueur de malignité tel le CD56, ou encore de perte du CD19 CD45 

ou CD27. De plus, la population lymphocytaire est également polytypique ; les 13% de 

lymphocytes B CD19+/CD20+ présents (en noir) expriment de manière équilibrée les 

chaines légères kappa et lambda. 
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Figure 97 : Comparaison d'images d'un clone plasmocytaire lambda 
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Pour ce patient (figure 97), le clone plasmocytaire isolé en CD38/CD138 est bien détecté 

après acquisition sur les deux automates. Il est estimé à environ 0.5% de la population 

totale. On remarque l’acquisition du CD56 et/ouCD28, ainsi que la perte du CD19 et du 

CD45. Cette population plasmocytaire est également CD20- et CD27-. 

Par ailleurs, on remarque également les trois populations lymphocytaires en CD19/CD20. La 

population de lymphocytes non-B (en CD19-/CD20-) ainsi que deux populations bien 

distinctes (en noir) CD19+ correspondant aux lymphocytes B. L’une de ces populations 

possède une diminution d’expression du CD20. On remarque enfin que la population 

CD19+CD20+ est monotypique kappa. 

Ce patient est en effet connu pour une LLC caractérisée par un clone B de monotypie kappa 

et CD20 faible. 
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Figure 98 : Comparaison d'images d'un clone plasmocytaire lambda (2) 
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Cet échantillon (figure 98) est celui d’un clone plasmocytaire lambda représentant environ 

30% de la population cellulaire totale. La population de plasmocytes (en bleu) est toujours 

isolée en CD38/CD138. 

Ce clone plasmocytaire est également CD56+ et/ou CD28+, CD19-, CD20-, CD27-, et CD45- 

On retrouve le même phénotype quel que soit le cytomètre utilisé. La population 

lymphocytaire est quant à elle polytypique. 

Ce patient est connu et suivi pour un myélome multiple avec un clone plasmocytaire lambda. 
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Figure 99 : Exemple de clone plasmocytaire CD38- 



 

Nicolas VOIRIN-MATHIEU | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2021 156 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

Concernant cet exemple d’échantillon (figure 99), on remarque tout d’abord que la population 

plasmocytaire ne présente pas d’expression pour le CD38. Après investigations, il sera 

finalement conclu que ce défaut d’expression vient de l’anticorps utilisé (CD38 nano). 

La population de plasmocytes représente ici environ 60% des cellules sanguines. Le clone 

plasmocytaire retrouvé était monotypique kappa, présentait une acquisition du CD56 et/ou 

du CD28, une perte d’expression des CD19, CD27 et CD45, et une absence d’expression du 

CD20. 

Connu pour un myélome, il s’agit ici d’une évolution vers une leucémie à plasmocytes. En 

effet, avec une plasmocytose sanguine de 60% représentant 15.4 G/L de plasmocytes, ce 

patient rentre dans les critères diagnostic de Leucémie à Plasmocytes (PCL) (44). 
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V.5. Panel LMMC 

V.5.1. Corrélation méthode quantitative 

Concernant le panel LMMC, 33 échantillons patients ont pu être analysés en double. 

Le résultat de corrélation entre les Navios® et le XF-1600 pour le panel LMMC est donné 

pour chacun des marqueurs étudiés et interprété grâce à des droites de régression ainsi que 

des diagrammes des différences. 

Les équations des droites de régression ainsi que les R² pour les différents paramètres sont 

donnés dans le tableau suivant : 

Tableau 7 : Corrélation panel LMMC 

Paramètre étudié Droite de régression R² 

MO1 y = 0.7198x + 25.985  0.84402  

MO2 y = 0.689x + 1.6663 
 

0.85991 

MO3 y = 0.8286x + 0.5537 
 

0.61110 

SLAN y = 0.713x + 0.0143 
 

0.93197 

% Monocytes y = 1.0024x +0.423 
 

0.97365 

 

Les diagrammes des différences pour chacun des paramètres sont présentés ci-dessous 

(figure 100). 
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Figure 100 : Diagrammes des différences pour le panel LMMC 

 

 

 

 



 

Nicolas VOIRIN-MATHIEU | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2021 159 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

V.5.2. Corrélation méthode qualitative 

 

Les conclusions possibles pour ce panel LMMC sont les suivantes :  

- Absence d'augmentation de la fraction classique des monocytes, ce qui n'est pas 

en faveur d'une LMMC (37) (avec une spécificité 95.1% et une sensibilité de 

91.9%) - Blood,2016.  

- Augmentation de la fraction classique des monocytes, ce qui est en faveur d'une 

LMMC (37) (avec une spécificité 95.1% et une sensibilité de 91.9%) - Blood,2016.  

- Même si le pourcentage de MO1 est inférieur au seuil diagnostique, la répartition 

des sous populations monocytaires est anormale ; en cas de taux de monocytes 

SLAN+ parmi les monocytes totaux inférieur à 1.7%, le profil est en faveur d’une 

LMMC en phase inflammatoire. 

Pour le panel Covid 19 :  

- Diminution des monocytes non classiques CD14 faible CD16+ corrélée avec une 

diminution des monocytes SLAN+ 

- Diminution des monocytes non classique CD14 faible CD16+ avec profil 

inflammatoire, corrélée avec une diminution des monocytes SLAN+ 

- Pas de diminution des monocytes non classiques CD14 faible CD16+ sans 

diminution des monocytes SLAN+ 

 

Concernant la concordance des interprétations biologiques pour ce panel LMMC, sur les 33 

échantillons testés en double, le cytomètre XF-1600 a rendu une proportion de MO1> 94% 

pour 9 patients et une population MO1< 94% pour les 24 autres échantillons. De la même 

manière, le Navios à lui rendu un taux de MO1> 94% dans 9 cas et MO1< 94% dans 24 cas. 

De plus les cas avec une population MO1>94% sont les mêmes pour les deux cytomètres. 

Enfin, les interprétations biologiques pour les 33 patients sont identiques après passage sur 

les deux automates. La concordance des interprétations est identique pour tous les 

échantillons. 
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V.5.3. Exemples d’images 

Les différentes situations pathologiques ainsi que non pathologiques retrouvées lors du 

passage des échantillons sont les suivantes : 

- Patient avec une répartition des populations MO1, MO2 et MO3 normale. La 

population MO1 est inférieure à 94% (ici MO1=80%). De plus les monocytes 

SLAN + sont présents (figure 101). 

-  Patient avec profil compatible avec une LMMC. On observe bien la population 

MO1 en large excès (ici MO1=98%). On observe également la quasi-disparition 

des monocytes SLAN + (figure 102). 

-  Patient avec profil inflammatoire en « bulbe » des monocytes. Ici la séparation 

entre les populations MO1 et MO2 est impossible. Le taux de monocytes SLAN + 

est inférieur à 1.7% ce qui est en faveur d’une LMMC inflammatoire (figure 103).  

- Patient avec une répartition des population monocytaires en faveur d’une LMMC. 

Cependant pour cet échantillon aucun autre critère en faveur d’une LMMC n’a été 

retrouvé, notamment sur la NFS. On remarque bien sur cet échantillon la 

population de polynucléaires éosinophiles CD24+ (CD24/SS) et CD16+ 

(CD16/SS). Cette population est colorée en violet et suis la répartition des 

granuleux colorés en rouge (figure 104). 
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Figure 101 : Comparaison patient sain, MO1<94% 
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Figure 102 : Comparaison d’images, MO1>94% 
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Figure 103 : Comparaison profil inflammatoire en "bulbe" des monocytes. 

 

On remarque bien sur cet échantillon la difficulté de séparation de populations MO1 et MO2, 

due à l’aspect en « bulbe » des monocytes. 
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Figure 104 : Comparaison profil compatible avec LMMC, MO1>94% 
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V.6. Panel Leucémie aigue 

V.6.1. Corrélation méthode qualitative 

Concernant le panel Leucémie Aigüe, 15 échantillons de patients ont pu être analysés en 

double. 

Les résultats de corrélation entre les Navios® et le XF-1600 Sysmex® pour ce panel sont 

donnés pour chaque marqueur étudié et sont interprétés grâce à une droite de régression 

ainsi que des diagrammes des différences. 

Les équations des droites de régressions pour chacun des paramètres testés sont 

regroupées dans le tableau suivant : 

 

Tableau 8 : Corrélation panel LA 

Paramètre étudié Droite de régression R² 

Blastes y = 0,9902x + 1,3217 0,98713 

CD7+56 y = 0,9892x - 3,0432 0,97944 

CD13 y = 1,0583x + 1,1421 0,95078 

HLA-DR y = 0,9832x - 1,7493 0,95027 

CD33 y = 0,9917x + 3,2602 0,98110 

CD38 y = 0,8315x + 16,703 0,74673 

CD34 y = 0,9483x - 0,5513 0,93929 

CD10 y = 0,6644x + 34,104 0,47291 

CD19 y = 0,9376x + 1,9067 0,97637 

CD117 y = 0,8952x + 1,5703 0,94438 

 

Les diagrammes des différences pour chacun des paramètres testés sont présentés ci-

dessous (figures 105 et 106). 
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Figure 105 : Diagrammes des différences pour le panel LA (1) 
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Figure 106 : Diagrammes des différences pour le panel LA (2) 
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V.6.2. Corrélation méthode qualitative 

Le tableau ci-dessous représente les différents phénotypes de la population blastique 

retrouvée dans l’échantillon après acquisition sur chacun de deux cytomètres. La présence 

de blastes est notée (+), l’absence de ces derniers est notée (-).  Il en est de même pour le 

phénotype : présence du marqueur (+) ou absence de celui-ci (-). Les cas discordants sont 

surlignés en jaune. Ils correspondent à des échantillons pour lesquels le XF-1600 retrouve la 

présence du CD10 sur la population blastique contrairement au Navios. 

Tableau 9 : Corrélation qualitative pour le panel LA 

  Blastes CD33 CD13 CD117 CD34 

Num échantillon Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 

1 + + - - - - - - + + 

2 + + + + - - + + + + 

3 - -                 

4 + + - - - - - - - - 

5 - -                 

6 - -                 

7 + + - - - - - - + + 

8 + + + + - - - - + + 

9 + + + + - - - - + + 

10 - -                 

11 + + + + + + + + - - 

12 + + + + + + - - - - 

13 + + + + + + + + + + 

14 + + + + + + + + + + 

15 + + + + + + + + + + 

  CD19 CD7+56 CD10 CD38 HLA-DR 

Num échantillon Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 Navios XF-1600 

1 + + - - + + + + + + 

2 - - - - - - - - + + 

3                     

4 + + - - + + + + + + 

5                     

6                     

7 + + - - + + + + + + 

8 - - + + - + + + - - 

9 - - + + - + + + - - 

10                     

11 + + - - - - + + + + 

12 - - - - - - + + + + 

13 - - - - - - + + + + 

14 - - - - - + + + + + 

15 + + - - + + + + + + 
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V.6.3. Exemples d’images 

Différentes situations rencontrées lors du passage en double des échantillons sont 

présentées ci-dessous :  

- Exemple de population lymphoblastique B CD34- représentant 80.5% des cellules 

(figure 107). 

- Exemple de population lymphoblastique B CD34 d’expression forte représentant 

85% des cellules (figure 108). 

- Exemple de population blastique biphénotypique : lymphoblastique T et myéloïde 

représentant 90% des cellules (figure 109). 

- Exemple de population myéloblastique (figure 110). 

- Exemple d’hématogones (figure 111). 
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Figure 107 : Exemple de population blastique B 
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Sur cet exemple (figure107), correspondant à une patiente de 7 ans, on retrouve en CMF la 

population blastique (en turquoise) CD45faible. Elle représente environ 80% des cellules 

totales. 

Concernant cette population blastique, on retrouve le marqueur d’appartenance à la lignée 

lymphoïde B :  le CD19. 

En revanche aucun des marqueurs de la lignée myéloïde ne sont exprimés par cette 

population blastique : les CD13, CD33 et CD117 sont négatifs. 

Par ailleurs on retrouve le CD38 et le CD10, fréquemment retrouvés sur ces populations 

blastiques, ainsi que le HLA-DR positif. 

Le CD7 et le CD56 sont négatifs, écartant ainsi une appartenance à la ligné T ou NK. La 

suite de l’immunophénotypage réalisé sur d’autres panels d’anticorps non testés ici permet la 

classification en LAL préBII TdT+,CD19+, CD10+ et c IgM- (40). 

Le frottis médullaire retrouvait quant à lui une blastose estimée à 88.5% et ces blastes 

étaient de type lymphoblastique. 
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Figure 108 : Exemple de population blastiques B avec expression forte du CD34 
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Il s’agit ici d’un autre exemple de patient atteint de Leucémie Aigüe Lymphoblastique B (LAL-

B) (figure 108). En effet la population blastique CD45faible est représentée à hauteur de 

85% environ. On retrouve ici un CD34 d’expression forte. Le marqueur de lignée B (CD19) 

est positif, ainsi que le CD38, CD10 et le HLA-DR. En revanche aucun des marqueurs 

d’appartenance à la lignée myéloïde n’est exprimé sur cette population blastique : CD13, 

CD33 et CD117 sont tous les trois négatifs.  

La cytologie médullaire retrouvait une blastose estimée à 89%, avec blastes de type 

lymphoblastes. 
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Figure 109 : Exemple de population blastique biphénotypique (T et myéloïde) 
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Sur cet exemple d’échantillon (figure 109), on met bien en évidence la population anormale 

CD45faible correspondant aux blastes. Ils sont ici représentés à hauteur de 90% de cellules 

totales en CMF. Ici l’immunophénotypage est en faveur d’une leucémie aigue 

biphénotypique. Les leucémies aiguës biphénotypiques (BAL) sont définies par la présence 

sur les mêmes blastes de molécules membranaires ou cytoplasmiques appartenant à au 

moins deux lignées (lymphoïde B, lymphoïde T ou myéloïde) (40). En effet, on retrouve sur 

la population blastique des marqueurs orientant vers une LAL-T tel le CD7+ ainsi que des 

marqueurs orientant vers une origine myéloïde des blastes : CD13+. 

La suite de l’immunophénotypage (non testé en double), a permis également de retrouver un 

CD3+ et MPO- précisant donc le diagnostic de LAL-T My+. 

Le phénotype complet des blastes pour ce patient est le suivant : CD7/56+, CD34+, CD33+, 

CD10+, CD38+, CD19-, HLA-DR-, CD117- et CD13-. 
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Figure 110 : Exemple de population blastique myéloïde. 
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On retrouve sur cet exemple d’échantillon (figure 110) un phénotype de Leucémie Aigüe 

Myéloïde (LAM) avec la positivité des CD13, CD33 et CD117 sur la population blastique 

CD45 faible estimée à 40% en CMF. Par ailleurs, cette population blastique est CD34+ 

CD38+ CD19- et CD7/56-. 
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Nicolas VOIRIN-MATHIEU | Thèse d’exercice | Université de Limoges | 2021 187 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 111 : Exemple d'hématogones en CMF 
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Sur cet exemple d’échantillon testé pour le panel Leucémie Aiguë (figure 111), on retrouve 

une population d’hématogones, précurseurs des lymphocytes B. On remarque très aisément 

la présence de trois populations en SS faible avec pour chacune d’entre-elles une intensité 

différente d’expression du CD45. 

En CD45fort tout d’abord, on retrouve les lymphocytes matures (en rose), en CD45 

intermédiaire et CD45 faible les lymphocytes immatures. 

La population la plus immature est représentée en bleu marine sur les histogrammes. Elle 

exprime le phénotype suivant : CD34+, CD19+ et CD10+ CD38. 

La population intermédiaire ici représentée en turquoise exprime le phénotype suivant : 

CD19+ CD10+ et CD38+. Cette population a perdu l’expression du CD34 (marqueur 

d’immaturité). 

Enfin les lymphocytes matures représentés en rose ont perdu le CD10. 

On peut également visualiser les précurseur myéloïdes (en ocre) CD13+ CD33+ CD117+ et 

CD34+ et CD19- (45). 

 

Figure 112 : Expression antigénique au cours de la maturation des précurseurs des lymphocytes B 

(45) 
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VI. Discussion 

VI.1. Biais généraux 

La corrélation de deux automates étant réalisée en passant un même échantillon sur les 

deux cytomètres, plusieurs biais viennent impacter les résultats de l’étude. 

D’une part, le délai entre le passage des échantillons sur les deux cytomètres n’a pas été 

encadré. Pour plusieurs échantillons ce délais a pu être trop long, entrainant une mort 

cellulaire importante. D’autre part, le stockage des échantillons après acquisition sur les 

Navios ne s’est pas faite à l’abris de la lumière, pouvant entrainer alors une perte de 

fluorescence important avant le passage sur le XF-1600. Cette perte de fluorescence est 

d’autant plus importante que l’échantillon reste longtemps sur la paillasse. 

VI.2. Panel orientation lymphoïde B 

Concernant ce panel d’anticorps, on peut largement conclure qu’avec des R² supérieurs à 

0.90 pour la majorité des paramètres étudiés, la corrélation entre les deux automates est 

excellente. 

Les diagrammes des différences permettent la visualisation rapide des échantillons pour 

lesquels les résultats sont trop différents. 

Concernant le pourcentage de lymphocytes totaux, le R² est de 0.93733, la corrélation entre 

les deux cytomètres est excellente. 

On retrouve cependant deux échantillons pour lesquels une trop grande différence (>3DS) 

entre les deux automates est observée (figure 113) : 

 

 

Figure 113 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes totaux 

 

D’une part, l’échantillon numéro 1 correspond à un prélèvement de liquide céphalorachidien 

(LCR) pour lequel le nombre de lymphocytes analysés par le XF-1600 est égal à 60. Il s’agit 

d’une population beaucoup trop faible pour obtenir des pourcentages fiables de populations. 
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De plus les échantillons de LCR sont fragiles et doivent être analysés le plus rapidement 

possible. Ici le temps de passage trop long entre les différents cytomètres a pu entrainer une 

diminution de la cellularité du prélèvement. 

D’autre part, pour l’échantillon numéro 2, il s’agit là encore d’un prélèvement de LCR. Les 

mêmes problèmes sont rencontrés pour cet échantillon que pour le précédent. 

Concernant le pourcentage de lymphocytes CD3+, le R² de 99.259 indique une excellente 

corrélation inter automates. 

Cependant ici aussi certains échantillons analysés présentent des valeurs trop différentes 

>3DS. Le diagramme des différences pour le CD3 (figure114) nous permet de visualiser ces 

deux échantillons discordants. 

 

 

Figure 114 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes CD3+ 

 

Le premier d’entre eux (entouré en rouge) correspond à un échantillon dans lequel trop peu 

de lymphocytes ont été analysés sur le XF-1600. En effet on retrouvait 7002 lymphocytes 

analysés sur les Navios contre seulement 654 sur le XF-1600. Cela explique la différence 

retrouvée. 

Le deuxième (entouré en vert), correspond à un échantillon de LCR dans lequel seulement 

60 lymphocytes ont été analysés, échantillon déjà mentionné précédemment. Il est difficile 

de conclure à un phénotype sur si peu d’éléments analysés. 

Concernant le paramètre suivant (pourcentage de CD4+ parmi les CD3+) (figure 115), on 

retrouve un R² égal à 0.99202 indiquant une excellente corrélation. 

On retrouve cependant encore une fois un échantillon discordant, correspondant la encore à 

l’échantillon de LCR pour lequel seulement 60 lymphocytes ont pu être analysés par le XF-

1600.  
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Figure 115 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes CD4+ 

 

Pour le pourcentage de CD8+ parmi les lymphocytes CD3+, le R² retrouvé est égal à 

0.99418 est permet là encore d’affirmer la parfaite corrélation pour ce paramètre. Une 

nouvelle fois on retrouve un échantillon discordant avec une différence >3 DS correspondant 

toujours à l’échantillon de LCR pour lequel 60 lymphocytes ont pu être analysés. 

 

 

Figure 116 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes CD8+ 

 

Concernant le CD19, avec un R² de 0.99742, la corrélation entre les deux cytomètres pour 

ce paramètre est excellente. 

Quelques échantillons affichent cependant des différences >3DS entre les passages sur les 

différents automates. 
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Figure 117 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes CD19+ 

 

Le premier correspond encore à l’échantillon de LCR pour lequel le nombre de lymphocytes 

analysés était égal à 60. 

Le deuxième correspond à un patient pour lequel on retrouve 58.13% de lymphocytes 

CD19+ après acquisition sur le Navios contre 63.90% de lymphocytes CD19+ après 

acquisition sur le XF-1600. Cette différence de proportion est cependant minime. De plus 

aucun impact sur le rendu de résultat n’a été retrouvé. Cet échantillon présentait un clone 

CD19+ monotypique lambda CD5+. 

Le dernier correspond à un patient pour lequel on retrouve 74.63% de lymphocytes CD19+ 

après acquisition sur le Navios contre 71.49% de lymphocytes CD19+ après acquisition sur 

le XF-1600. Là encore la différence est minime et n’impacte en rien le rendu de résultat. Un 

clone B monotypique lambda CD5- a bien été retrouvé sur les deux cytomètres. 

Concernant les paramètres kappa et lambda, les R² retrouvés sont respectivement de 

0.98176 et 0.98212 et sont donc excellents. 

Un échantillon présente des différences importantes pour chacun de ces deux paramètres 

comme on peut le remarquer dans les figures suivantes :  

 

Figure 118 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes kappa 
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Figure 119 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes lambda 

 

Cet échantillon correspond à une patiente pour laquelle on retrouvait 43.46% de 

lymphocytes B kappa sur le Navios contre 74.63% après acquisition sur le XF-1600. Par 

ailleurs, le Navios rendait 56.05% de lymphocytes B lambda contre 23.39% de lymphocytes 

B lambda sur le XF-1600. Ces différences sont aisément explicables par le fait que 

seulement 60 lymphocytes B ont pu être analysés par le XF-1600. 

Concernant le pourcentage de lymphocytes CD20+ parmi les CD19+, avec un R² de 

0.84508, la corrélation est plutôt bonne. Cependant sur ce paramètre de nombreux 

échantillons présentent des écarts importants en termes de pourcentage de population. 

 

 

Figure 120 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes CD20+ 

  

En effet les nuages de points correspondants aux différentes populations cellulaires sont 

souvent « coupés » au moment du retraitement, entrainant des différences de pourcentages 

importantes. Cependant, l’intérêt du pourcentage de positivité pour ce paramètre n’est pas 

primordial et est peu judicieux. Il est préférable de s’intéresser plutôt à une interprétation 

qualitative tels que l’expression ou l’absence d’expression pour ce paramètre. La figure ci-

dessous (figure 121) représente bien ce phénomène. 
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Figure 121 : CD20/SS sur XF-1600 (à gauche) et sur Navios (à droite) 

 

Pour un même échantillon, l’aspect du nuage de points est identique alors que les 

pourcentages obtenus diffèrent de manière importante. Cependant, on voit bien que la 

population CD19+ présente une diminution d’expression du CD20 pour les deux automates. 

Concernant le CD5, avec un R² égal à 94.370, la corrélation est bonne. On remarque les 

mêmes discordances que celles observées pour le CD20 et cela pour des causes 

identiques. 

 

 

Figure 122 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes B CD5+ 

 

La figure ci-dessous nous montre bien le phénomène décrit pour le CD5. Les nuages sont 

identiques quel que soit le cytomètre utilisé cependant les pourcentages diffèrent de manière 

plus ou moins importante. 
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      Figure 123 : CD19/CD5 sur XF-1600 (à gauche) et sur Navios (à droite) 

 

 

Concernant la comparaison des images, on voit dans la partie résultats qu’elles sont 

similaires pour tous les paramètres. Bien que par moment le nombres d’évènements acquis 

sur les deux cytomètres soit très différent. On remarque cependant quelques différences 

notamment au niveau du CD19. Une perte d’intensité de fluorescence du au délais entre les 

différents passages entraine une mauvaise séparation des population B CD19+ et CD19-. 

Cette baisse d’intensité est d’autant plus grande que les échantillons n’étaient pas stockés à 

l’abris de la lumière après passage sur le Navios. 

Concernant les interprétations qualitatives des résultats obtenus, pour les 74 échantillons 

l’interprétation biologique était similaire quel que soit l’automate utilisé. 

VI.3. Panel complément B 

Les deux cytomètres donnent des résultats identiques pour chacun des échantillons 

analysés. Que ce soit au niveau du pourcentage de la population lymphocytaire B clonale ou 

pour le phénotype de chacun des clones retrouvés. La figure 82 présentée dans la partie 

résultat montre bien cette parfaite concordance. 

On remarque encore une fois la difficulté pour séparer la population de lymphocytes B 

CD19+ des autres lymphocytes CD19- en CD19/SS. Sur les Navios cette séparation s’avère 

déjà compliquée mais là encore, la perte de fluorescence même minime entre certains 

passages a pu entrainer des difficultés supplémentaires pour la discrimination des 

populations. De plus il est fréquent de retrouver une expression plus faible du CD19 sur les 

lymphocytes de LLC (46). 
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VI.4. Panel d’orientation lymphoïde T 

Concernant ce panel d’anticorps, on peut largement conclure que la corrélation entre les 

deux automates est excellente. Les R² des différentes sous populations étudiées ainsi que 

les diagrammes des différences pour chacun des paramètres montrent une corrélation 

excellente entre les deux automates. 

Les diagrammes de différences ne montrent pas d’échantillons pour lesquels une trop 

grande différence entre les deux passages est observée. 

Deux paramètres cependant présentent un R² largement insuffisant. Ces paramètres sont le 

pourcentage de lymphocytes CD10+ parmi les CD4+ et le pourcentage de lymphocytes 

cytotoxiques. Pour ces deux populations, les R² sont respectivement de 0.00300 et de 

0.61740. Ces valeurs s’expliquent par le fait que pour ces populations, l’intégralité des 

valeurs observées sont proches de 0%. Cependant les diagrammes de différences 

présentés ci-dessous pour ces deux paramètres montrent bien la parfaite corrélation entre 

les deux cytomètres. 

 

Figure 124 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes CD4+ CD10+ 

 

 

Figure 125 : Diagramme des différences pour le pourcentage de lymphocytes cytotoxiques 
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Enfin, pour l’intégralité des échantillons de patient analysés en double, les populations 

pathologiques retrouvées étaient similaires, ainsi que les interprétations biologiques, pour un 

rendu de résultats qui aurait été similaire quel que soit l’automate utilisé. 

VI.5. Panel de typage plasmocytaire 

Concernant ce panel de typage plasmocytaire les R² observés pour chacun des marqueurs 

étudiés sont assez hétérogènes. En premier lieu, avec un R² de 0.99692, le pourcentage de 

plasmocytes (CD38+/CD138+) est très bien corrélé entre les deux cytomètres. Pour le 

pourcentage de plasmocytes kappa ou lambda, avec des R² respectivement de 0.93329 et 

de 0.93817, la corrélation est également excellente. De plus, sur les diagrammes des 

différences de ces trois paramètres nous n’observons qu’un seul échantillon pour lequel une 

trop grande différence entre les deux automates est mise en évidence. Pour cet échantillon 

discordant, le pourcentage de plasmocytes exprimant une chaine kappa est de 76.25% 

après acquisition sur le Navios contre 40.65% après passage sur le XF-1600. En ce qui 

concerne le pourcentage de plasmocyte lambda, il est retrouvé à 22.81% après acquisition 

sur le Navios et à 56.77% après acquisition sur le XF-1600. Cette différence importante mise 

en évidence est due à la présence d’un nombre trop faible de plasmocytes dans le 

prélèvement. Pour ce patient, la plasmocytose médullaire retrouvée en CMF était de 

seulement 0.17%, soit 155 plasmocytes, ce qui est trop peu pour une bonne représentativité 

des proportions des différentes sous populations. 

 

 

Figure 126 : Diagramme des différences pour le pourcentage de plasmocytes kappa et lambda 
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En ce qui concerne les autres paramètres de ce panel, avec de R² de 0.57782 pour le CD45, 

de 0.72972 pour le CD27, de 0.72356 pour le CD20, de 0.35514 pour le CD19, de 0.79400 

pour le CD56+28 et de 0.12003 pour le CD34+117, la corrélation semble beaucoup moins 

bonne.  Cela s’explique cependant par le fait que les nuages de points correspondants à ces 

populations sont souvent coupés, de la même manière qu’expliqué pour le panel 

d’orientation lymphoïde.  Les seuils mis en place sont responsables de ce découpage des 

nuages de points. Là encore un pourcentage d’expression de ces marqueurs sur la 

population plasmocytaire n’a qu’un intérêt limité. Il est préférable d’interpréter les graphiques 

de manière qualitative en raisonnant en termes d’acquisition ou de perte d’acquisition pour 

un marqueur donné. 

Concernant les interprétations qualitatives, malgré des pourcentages parfois très différents 

d’un cytomètre à l’autre, les interprétations biologiques ainsi que les rendus de résultats 

auraient été identiques quel que soit le cytomètre utilisé pour 36 des 37 échantillons 

analysés en double. L’échantillon discordant est celui d’un patient pour lequel on retrouve 

une population plasmocytaire CD56+ et/ou CD28+ après acquisition sur le XF-1600 et 

CD56- et CD28- après passage sur le Navios (figure 127). Pour cet échantillon le reste du 

phénotype ainsi que le pourcentage de plasmocytes retrouvés est identique sur les deux 

cytomètres. Cette discordance peut s’expliquer par une altération de l’échantillon due à une 

attente trop longue entre les passages sur les différents cytomètres. 

 

Figure 127 :  CD56+28/CD19 ; Navios à gauche et XF-1600 à droite 
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Enfin, le CD34+117 est pour ce panel très discordant. Cela s’explique également par un 

réglage défectueux pour ce paramètre, que ce soit au niveau des compensations ou au 

niveau des gains appliqués au PMTs. 

Avec seulement quelques échantillons analysés pour mettre en place le panel plasmocytaire 

sur le XF-1600, certains paramètres sont moins bien réglés que d’autres. Il est vrai que lors 

de la mise en place, nous nous sommes surtout intéressés au pourcentage de plasmocytes, 

l’expression kappa lambda et l’expression du CD56+28 CD19, délaissant les autres 

marqueurs tel le CD117. De plus, l’ECD n’est pas un fluorochrome optimal. 

VI.6. Panel LMMC 

Concernant ce panel, les coefficients de régression R² ainsi que les diagrammes des 

différences ne montrent aucune discordance pour chacun des patients passés en doubles. 

On retrouve également la même image correspondant à chacune des situations 

pathologiques ou non existantes : l’aspect de patient sain, l’aspect typique de répartition des 

sous populations monocytaires présent dans la LMMC ainsi que l’aspect inflammatoire en 

« bulbe ». 

Enfin les conclusions et interprétations biologiques sont similaires pour chaque échantillon 

utilisé pour les deux cytomètres. 

Les quelques différences viennent de la différence du nombre d’éléments acquis sur les 

deux automates, ainsi que du délais (parfois long) d’attente des échantillons entre les deux 

passages. Délai qui augmente la mortalité cellulaire et diminue la capacité de fluorescence 

des fluorochromes utilisés. 

 

VI.7. Panel leucémie aigue 

Tout comme le panel complément B, le nombres d’échantillons analysés en double est très 

faible. Les échantillons de patients analysés l’ont été sur un panel pour lesquels on ne 

connaissait pas les performances des réglages de chacun des marqueurs notamment le 

CD10. 

Par exemple nous nous sommes rendu compte très tardivement que le CD45 été trop faible 

sur le XF-1600 par rapport au Navios. En effet, nous sommes passés à côté d’une 

population blastique CD45 très faible voir CD45 négative. De plus le CD10 est également 

discordant. 

Cependant, les pourcentages de blastes retrouvés par les deux cytomètres sont très 

corrélés, avec un R² de 0,98713. Les phénotypes des blastes sont aussi similaires pour 
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chacun des échantillons analysés, sauf pour le CD10. De plus les exemples d’images 

présentés démontrent que les deux cytomètres donnent des résultats similaires. 

 

VI.8. Utilisation et performances de l’automate 

Tout d’abord, il est important de signaler que la solution complète n’a pas été testée. Seul le 

cytomètre et son logiciel d’acquisition ont été étudiés dans ce travail. Un logiciel de 

retraitement existe cependant (VenturiOne®) mais ce dernier n’a été fourni que trop tard lors 

de l’étude. 

L’utilisation d’un logiciel de retraitement adapté semble pourtant indispensable à l’analyse 

des données acquises pour les panels ou le nombres d’éléments est important et pour 

lesquels la stratégie de fenêtrage est plus complexe. En effet il est impossible d’utiliser le 

logiciel d’acquisition pour retraiter les données acquises pour les panels Leucémie Aiguë, 

LMMC ou en MRD. Il est cependant possible de s’affranchir d’un logiciel de retraitement pour 

les panels simples tels que le panel d’orientation lymphoïde B ou encore le panel T. 

 Les limites de ce logiciel d’acquisition pour le retraitement des données sont les suivantes :  

- Impossibilité de régler la résolution sur les différents plots ; 

- Impossibilité d’agrandir ou de réduire la taille des plots ; 

- Le nombre de fenêtres utilisables est limité ; 

- Il est impossible de réorganiser l’ordre des plots ou de les déplacer ; 

- Les populations non sélectionnées sont par défaut colorisées en noir. Il aurait été 

préférable que ces dernières soient colorisées dans une couleur moins visible tel 

que le gris clair. 

Il a également été mis en évidence que la cadence de l’automate était beaucoup trop lente. 

Cette dernière est due à l’étape de rinçage inter échantillon qui prend beaucoup trop de 

temps. Cette lenteur impacterait fortement la routine du laboratoire et serait préjudiciable 

notamment pour le délai de rendu de résultat. 

En ce qui concerne les panels testés, bien que les résultats soient satisfaisants, il est à noter 

que certains panels d’anticorps n’ont pu être évalués sur le XF-1600. En effet un panel de 

numération des CD34 destiné à la thérapie cellulaire donnait des résultats trop différents. La 

numération quantitative des cellules CD34+ différait d’un facteur dix entre les deux 

automates. Malgré plusieurs tentatives de réglages et de paramétrages, le montage de ce 

panel a été abandonné sur le XF-1600. 
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De plus certains panels destinés au suivi de la maladie résiduelle (MRD) comme la MRD du 

myélome multiple nécessite une acquisition d’évènements bien plus importante que celles 

proposées par le XF-1600. De plus, avec un temps d’acquisition allongé dû à la répétition 

des prises d’essais de 250 µL afin d’obtenir un nombre d’évènement suffisant, le suivi en 

MRD prendrait en plus beaucoup trop de temps, impactant ainsi fortement l’activité du 

laboratoire. De plus, comme pour les panels LMMC ou Leucémie Aiguë, avec un nombre 

d’évènements acquis très important, l’analyse des populations est impossible sur le 

cytomètre. Là encore un logiciel de retraitement est indispensable à l’analyse et au rendu de 

résultats. 

Outre les limites du XF-1600 décrites précédemment, il s’agit d’un cytomètre pour lequel la 

prise en main est d’une grande facilité. L’interface très intuitive permet à n’importe quel 

opérateur l’acquisition d’une autonomie certaine et ce en très peu de temps dans la 

manipulation du cytomètre. Cette aisance dans l’utilisation est le point fort de ce nouveau 

cytomètre par rapport aux automates de génération antérieure tels que les Navios. 

De plus la perspective d’une solution dite complète, associant préparateur automatisé, 

centrifugeuse laveuse et cytomètre, le tout couplé à une chaine de cytologie et à un logiciel 

de retraitement adapté permettrait une meilleure évaluation de ce nouveau cytomètre. 
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Conclusion 

Nous avons montré dans ce travail de corrélation que les performances analytiques du XF-

1600 étaient au moins égales à celles des cytomètres de génération précédente. Cependant 

les réglages du cytomètre tels que le voltage des PMT ou encore les compensations, ainsi 

que les nombreux biais tels que le vieillissement de l’échantillon, impliquant mort cellulaire et 

perte de fluorescence ont pu rendre certains résultats discordants. Certains panels au vu de 

leur complexité n’ont pu être suffisamment bien mis au point, notamment pour les 

échantillons rares ou précieux. L’interface d’utilisation très simple et utilisable par n’importe 

quel opérateur même non spécialisé dans le domaine de la cytométrie permet une utilisation 

de l’automate dans n’importe quel centre de biologie médicale, notamment généraliste, et 

reste son essentiel point fort. L’utilisation d’une solution complète associant préparateur, 

centrifugeuse laveuse et cytomètre, le tout couplé à une chaine analytique de cytologie 

permettrait un apport significatif autant pour la qualité de rendu du résultat biologique que 

pour les apports liés à l’automatisations tels que la standardisation, la traçabilité ou encore 

les discordances inter opérateurs. 

. 
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Annexe 1. Exemple de table de compensation 
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Annexe 2. Phénotypes des principaux lymphomes B 
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Annexe 3. Critères diagnostiques et diagnostiques différentiels pour la LPL-T 

 

D’après Staber et al. Blood 2019.(43) 
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Annexe 4. Cytomètre, préparateur et centrifugeuse laveuse 
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Annexe 5. Composition du panel d’orientation lymphoïde 
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Annexe 6. Composition du panel complément B 
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Annexe 7. Composition du panel T 
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Annexe 8. Composition du panel de typage plasmocytaire 
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Annexe 9. Composition du panel LMMC 
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Annexe 10. Composition du panel Leucémie Aigue 
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Evaluation des performances analytiques d’un nouvel automate de 

cytométrie le XF-1600 Sysmex® : corrélation avec les Navios de 

Beckman Coulter®. 

La cytométrie en flux est un outil indispensable dans le domaine de la biologie médicale, 

notamment en hématologie avec son apport dans le diagnostic et le suivi des hémopathies. 

Le XF-1600, nouvel automate de cytométrie en flux, est le premier cytomètre commercialisé 

par Sysmex®. L’objectif de ce travail est d’évaluer les performances analytiques de ce 

nouveau cytomètre en procédant à une corrélation avec les cytomètres déjà présent au 

laboratoire d’hématologie du CHU de limoges : les Navios Beckman Coulter®. Cette 

corrélation est effectuée par passage en double de 200 échantillons marqués. Plusieurs 

panels d’anticorps utilisés en routine ont été paramétrés et évalués sur le XF-1600. La 

corrélation se fait par une comparaison quantitative des pourcentages des différentes sous 

populations cellulaires retrouvées, ainsi que par une comparaison qualitative des images 

obtenues par les deux cytomètre pour chacun des six panels d’anticorps testés en double. 

Les résultats de cette comparaison montrent une excellente concordance entre les deux 

cytomètres.  

 

Mots-clés : Cytométrie en flux, corrélation, XF-1600, Navios 

 


