Quantificacao de linfécitos T CD4/CD8

BD FACSCalibur™

Rede Nacional de Laboratdrios de CD4+/CD8+
Ministério da Saude

Depois de completar esse treinamento vocé sera capaz de:

BD Biosciences

Rua Alexandre Dumas, 1976
04717-004, Brasil

0800 771 7157
suporte.cientifico@bd.com

Solucionar problemas que possam ocorrer durante a rotina laboratorial.

Realizar o controle de qualidade do instrumento utilizando o software BD FACSComp™.
Gravar e analisar arquivos multicolor utilizando o software BD Multiset™.

Criar uma lista de trabalho.

Criar painéis.

¥

bdbiosciences.com/br

BD, Logo BD e todas as outras marcas s30 propriedade de Becton, Dickinson and Company. @ 2021 BD



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Russo, Ricardo Toledo
Kuribayashi, Juliana Sayuri
da Silva, Vanessa Santos
Cavalcanti, Clara Maciel
Barros, Helena Cristina

Treinamento em quantificagao de linfécitos T CD4+/CD8+ por citometria de
fluxo — plataforma BD FACSCalibur 4 cores. -- Sdo Paulo, 2010.
230f.

1. citometria de fluxo. 2. linfécitos T. 3. CD4.
4. CD8. 5. HIV. 6. AIDS.

©BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Ricardi, Renata

Russo, Ricardo Toledo
Kuribayashi, Juliana Sayuri
da Silva, Vanessa Santos
Cavalcanti, Clara Maciel
Barros, Helena Cristina

Treinamento em quantificagao de linfécitos T CD4+/CD8+ por citometria de
fluxo — plataforma BD FACSCalibur 4 cores. -- S0 Paulo, 2012.
169 f.

1. citometria de fluxo. 2. linfécitos T. 3. CD4.
4,CD8. 5. HIV. 6. AIDS.

©BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 3



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Sant Anna, Maira Macedo
Ricardi, Renata

Russo, Ricardo Toledo
Kuribayashi, Juliana Sayuri
da Silva, Vanessa Santos
Cavalcanti, Clara Maciel
Barros, Helena Cristina

Treinamento em quantificagio de linfocitos T CD4+/CD8+ por citometria de
fluxo — Nivel Avangado - Plataforma BD FACSCalibur 4 cores. -- Sao Paulo, 2013.
187 f.

1. citometria de fluxo. 2. linfocitos T. 3. CD4.
4.CDS8. 5. HIV. 6. AIDS.

&BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 4



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Sene, Reginaldo Vieira
Calmon, Flavia

Sant Anna, Maira Macedo
Ricardi, Renata

Russo, Ricardo Toledo
Kuribayashi, Juliana Sayuri
da Silva, Vanessa Santos
Cavalcanti, Clara Maciel
Barros, Helena Cristina

242 1.

1. citometria de fluxo. 2. linfécitos T. 3. CD4.
4,CD8. 5. HIV. 6. AIDS.

Treinamento em quantificagdo de linfécitos T CD4+/CD8+ por citometria de
fluxo - Nivel Avangado - Plataforma BD FACSCalibur 4 cores. -- Sdo Paulo, 2014.

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD

&BD



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Reis, Edione Cristina
Sene, Reginaldo Vieira
Calmon, Flavia

Sant Anna, Maira Macedo
Ricardi, Renata

Russo, Ricardo Toledo
Kuribayashi, Juliana Sayuri
da Silva, Vanessa Santos
Cavalcanti, Clara Maciel
Barros, Helena Cristina

234 1.

1. citometria de fluxo. 2. linfocitos T. 3. CD4.
4. CD8. 5. HIV. 6. AIDS.

Treinamento em quantificagdo de linfécitos T CD4+/CD8+ por citometria de
fluxo — Nivel Avangado - Plataforma BD FACSCalibur 4 cores. -- S3o Paulo, 2021.

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD

©BD



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

GLOSSARIO

+ BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC - Particulas (beads — esferas de poliestireno) marcadas ou
nao-marcadas com fluorocromos usadas para verificar a linearidade do BD FACSCalibur™. Ajusta as

voltagens e os valores de compensagao para leitura de amostras e testa a sensibilidade dos detectores.
¢ Camara de fluxo: Local do fluxo de amostra onde o laser incide na célula ou particula de interesse.

o Compensagdo: procedimento realizado para eliminar a sobreposicdo de espectros de emissdo dos

fluorocromos, permitindo que cada detector identifique somente uma fluorescéncia especifica.

» Detectores: responsaveis por converter o sinal luminoso em pulsos elétricos, os quais sao proporcionais a

quantidade de luz dispersa ou fluorescente captada pelo detector. Sdo divididos em:

o Fotodiodo- menos sensivel precisa de intesidade de luz maior para gerar sinal elétrico. Detector de tamanho
- FSC.

o Fotomultiplicador (PMTs)— mais sensivel e desta forma precisa de intensidade de luz menor para gerar sinal
elétrico. Detectores de Fluorescéncias e granulosidade/complexidade interna. No BD FACSCalibur™, temos
os seguintes PMTs: FL1 (identifica FITC), FL2 (identifica PE), FL3 (identifica PerCP), FL4 (identifica APC) e

SSC (identifica granulosidade/complexidade interna).

» Dot plot — Grafico de pontos, que representam as populagdes celulares no laboratory report emitido para

cada amostra durante a rotina.

« BD FACSComp™: Software utilizado para realizar o ajuste das voltagens dos PMTs, ajuste da compensacgao

e teste de sensibilidade do equipamento através das particulas BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC.
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» BD FACSComp™ report: Laudo emitido pelo BD FACSComp™ apos os ajustes de voltagens dos PMTs, de
compensacado e teste de sensibilidade do equipamento realizados pelo BD Calibrite™ 3 Beads e BD
Calibrite™ APC. Constam os valores de voltagens definidos para cada um dos PMTs, valores de
compensacado e dos testes de sensibilidade, assim como os graficos que permitem a visualizagdo da

performance do equipamento.

. Filtro de BD FACSFlow™: responsavel por filtrar a solugdo BD FACSFlow™ antes de sua entrada na

célula de fluxo. Isto reduz a quantidade de debris na solugao.

. Fluorocromos (FITC, PE, PerCP, APC) — Particulas associadas aos anticorpos que emitem fluorescéncia
ao entrarem em contato com o laser. No BD FACSCalibur™ da Rede do Ministério, usamos FITC

(isotiocianato de fluoresceina), PE (ficoeritrina), PerCP (peridinin clorophil protein) e APC (aloficocianina).

. FL (1,2,3,4) — Medidas provenientes de cada um dos detectores (paradmetros). FL1 representa o
parametro obtido do detector que 1&é FITC; FL2 representa o parametro obtido do detector que 1& PE; FL3

representa o parametro obtido do detector que I&é PerCP e FL4 representa o parametro obtido do detector

que I& APC.

. FSC - Detector do tipo fotodiodo (menos sensivel que PMTs) que identifica tamanho das células ou
particulas.

. Gate- Selegio feita em cima de populagdes, em um grafico, para separar, identificar ou selecionar
populagdes.

. Laboratory Report — Grafico emitido para cada amostra durante a rotina. E aquele report que contém os

graficos (dot plots).

. BD Multiset™- Software clinico utilizado no BD FACSCalibur™. E o programa utilizado nos BD

FACSCalibur™ da Rede do Ministério para leitura de amostras da rotina.

& BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 8



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

» BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC- Reagente utilizado na rotina. Contém os
anticorpos monoclonais necessarios para identificacdo das populagées celulares importantes em exames
CD4/CD8: anti-CD3, anti-CD8, anti-CD4 e anti-CD45.

« Otimizagao - processo que ajusta o aparelho para um melhor desempenho para aquisicido de amostras

especificas. A compensacéo € um dos passos da otimizacgéo.

e Physician Report — Laudo emitido para cada amostra durante a rotina. E aquele report que contém os

valores percentuais e absolutos de cada populagao celular.

e Prime- Tecla do BD FACSCalibur™ que permite a eliminagdo de bolhas através do esvaziamento e

posterior preenchimento da camara de fluxo, com solugdo BD FACSFlow™.

s Probe — Peca do BD FACSCalibur™ onde colocamos os tubos de amostra para leitura. Também é

chamado de tubo de inje¢gdo de amostra ou SIP.

¢ Solucao de Lise — Reagente preparado a partir de uma solugio 10x concentrada (BD FACS™ Lysing

Solution) e usado durante a preparacao.

e SSC - Detector do tipo fotomultiplicador (PMT) que identifica granulosidade ou complexidade das células

ou particulas.

¢ Standby: Interrompe o fluxo de solugao BD FACSFlow™ e diminui a poténcia do laser para prolongar seu
tempo de vida.

& BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 9



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

 BD Trucount™ Control Beads — Nome dado ao controle que fazemos na rotina para verificarmos
pipetagem e as beads dos BD Trucount™ Absolute Count Tubes. S&o particulas (beads) em diferentes
quantidades (low, medium e high) que sao adicionadas ao final da preparagdo de trés determinadas

amostras para realizacgido do referido controle.

» BD Trucount™ Absolute Count Tubes - Tubos usados para preparagdo de amostras da rotina que

contém beads de referéncia no fundo para realizagao da contagem absoluta.
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SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (Aids)

A aids € uma sindrome recente (sua descricdo se deu em 1981 pelo CDC-EUA). O aumento de
notificagdes de pacientes com déficit grave de linfocitos T helper despertou as autoridades de saude para o
problema. Constatou-se que estes pacientes eram muito suscetiveis a infecgdes oportunistas e a tumores como o
sarcoma de Kaposi. Posteriormente, apds grande trabalho de pesquisa, demonstrou-se que o virus da
imunodeficiéncia humana (human immunedefficiency virus — HIV) era o agente causador da aids. Nessa segdo

foram utilizadas as referéncias 1, 2, 3 e 4 descritas no capitulo final desse documento.

CICLO DE VIDA DO HIV

Como todos os virus, o HIV é um parasita obrigatério, isto &, o virus s consegue se reproduzir utilizando a
magquinaria da célula hospedeira. O HIV tem seu material genético na forma de acido ribonucléico (RNA) e, por
isso, faz parte da classe dos retrovirus. O RNA esta presente em duas fitas simples dentro do capsideo ou core
protéico. O envelope € a membrana bioldégica que envolve o core protéico ou capsideo. No envelope se
encontram as glicoproteinas gp120 e gp41. A sigla “gp” se refere ao termo glicoproteina e os nimeros se referem
a massa molecular, expressa em quilodaltons. A gp120 e a gp41 interagem com os receptores de superficie da
célula hospedeira, permitindo a fusdo do virus e a inje¢ao de seu material genético. Dentro do core protéico ou
capsideo, encontram-se, além do RNA, trés enzimas essenciais para a replicacao viral: a integrase, a protease e
a transcriptase reversa.

Como dissemos, 0s virus necessitam de uma célula hospedeira para se reproduzir. No caso do HIV, esta
célula é o linfécito T helper ou auxiliar. O primeiro passo do ciclo reprodutivo do HIV & a sua fusdo com a
membrana do linfécito T helper. A ligagdo entre o virus e o linfocito T auxiliar se da pela ligagdo da gp120 com a
molécula CD4. Apés a fusdo, o HIV injeta seu RNA no citoplasma do linfécito T helper. E neste ponto que a
transcriptase reversa age, produzindo uma dupla-fita (double-strained, em inglés) de DNA a partir do RNA viral.
A transcriptase reversa € uma DNA polimerase dependente de RNA, isto &, é capaz de produzir um DNA
complementar a partir de um RNA por meio de um processo conhecido como transcrigdo reversa. O que
representa a reversao do dogma central da biologia molecular, que diz que o DNA da origem ao RNA (transcrigio)
e este, por sua vez, da origem as proteinas (tradugdo). Apos a geragdo do DNA pela transcrigao reversa, ocorre o

processo conhecido como integragao.

& BD
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Pela agdo da integrase, o DNA viral se integra ao genoma do linfécito T helper, formando o que se chama

pré-virus de DNA. O DNA viral integrado no genoma do linfécito T helper passa a ser transcrito para RNA, que,

por sua vez é traduzido nas proteinas que serdo parte do capsideo e do envelope viral. A transcrigao e a tradugao

referidas ocorrem por meio das enzimas da célula hospedeira. A protease cliva as proteinas do HIV recém-

formadas para que estas se adaptem a conformacgdo do virus. Apdés a montagem dos novos virus, ocorre o

brotamento, que é a liberagdo dessas novas particulas virais para o ambiente extracelular. Os virus liberados

estdo prontos para infectar outras células e repetir o ciclo reprodutivo. Para que se tenha idéia da rapidez dos

eventos, do momento da fuséo até a liberagdo das novas particulas virais passam-se apenas 24 horas. Nessa

sec¢do foram utilizadas as referéncias 1 e 2, descritas no capitulo final desse documento.
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Figura 1: Ciclo de reproducgao do virus HIV. Fonte: Abbas, A. K et al. Imunologia Celular e Molecular. Elsevier, 82 ed. 2015
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Figura 2: Trajetéria da infecgao. Fonte: Adaptado de Abbas, A. K et al. Imunologia Celular e Molecular. Elsevier, 82 ed. 2015. A ilustragdo usa
elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.
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A infecgao pelo virus gera uma diminuigdo do nimero de linfocitos T helper circulantes (células T CD4+).
Isto ocorre porque estas células sdo depletadas. Até onde se sabe, os linfocitos T helper morrem por trés razdes:
(1) as células hospedeiras podem ser lisadas pelo excesso de virus em seu citoplasma;

(2) podem ficar excessivamente ativadas para responder contra a infecgdo e entrarem em processo de
morte celular programada (apoptose);
(3) as células T citotoxicas podem matar os linfocitos T helper infectados por citotoxicidade.

O fato de haver essa queda na contagem de linfécitos T CD4+ tem como consequéncia a desorientacio
do sistema imune, que se torna incapaz de responder adequadamente a infecgbes e tumores. A esse fendmeno
da-se o nome de imunodeficiéncia. Quando o paciente entra em estado de imunodeficiéncia, fica suscetivel a uma
série de tumores e outras infecgbes que normalmente ndo se estabeleceriam num paciente imunocompetente.
Como tais infecgbes s tém sucesso quando ha uma oportunidade (como a imunodeficiéncia, por exemplo), sdo
chamadas de infec¢gbes oportunistas. Em geral, os pacientes com AIDS vém a 6ébito por conta de complicacbes
advindas de infecgdes oportunistas.

Na trajetdria da infecgdo pelo HIV, inicialmente, ha um aumento repentino da carga viral, que leva a uma
queda brusca da contagem de linfécitos T CD4+. Esta fase é conhecida como sindrome aguda. Em seguida, com
o inicio da resposta imune especifica contra o virus, a carga viral diminui, mas o virus nao é eliminado,
permanecendo com um numero de cépias minimo por um longo periodo (meses a anos). Como conseqliéncia, a
contagem de células T helper estabiliza, porém nao recupera o nivel inicial (pré-infecgdo), estabilizando-se pelo
mesmo periodo da carga viral. Essa fase & conhecida como laténcia clinica. Depois de anos mantendo esse
“equilibrio”, a carga viral volta a aumentar e, por consequéncia, a contagem de células T helper volta a cair. Tal
queda, poréem, se da a partir do baixo patamar que se estabilizou na fase de laténcia clinica, diminuindo de
maneira mais sensivel o nimero de células T CD4+. Quando este fendmeno ocorre, o paciente fica muito
suscetivel a infecgbes oportunistas e tumores - ou seja, imunodeficiente — e por isto dizemos que o sujeito “entrou

em aids” (figura 3).
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Figura 3: Contagem de LT CD4+ vs Viremia plasmatica. Fonte: Abbas, A. K et al. Imunologia Celular e Molecular. Elsevier, 8* ed. 2015.

O tratamento da aids é feito pelo uso dos medicamentos que combatem retrovirus como o HIV, chamados
de medicamentos antiretrovirais. Tais farmacos, porém, ndo eliminam o virus, ou seja, n3o curam o paciente e
produzem uma série de efeitos colaterais, que a longo prazo podem se tornar problemas graves para o paciente.
E preciso ressaltar que o custo desses medicamentos, por serem de lltima geracdo e resultado de pesquisas
carissimas, €& altissimo. O uso extensivo dos antiretrovirais funciona como pressdo seletiva para o
estabelecimento de variantes virais resistentes aos tratamentos preconizados.

Existem diversos tipos de medicamentos antiretrovirais, cada um sendo capaz de impedir o sucesso de uma

das fases do ciclo evolutivo do HIV.
Nessa secdo foram utilizadas as referéncias 1, 2, 3, 4 e 5 descritas no capitulo final desse documento
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QUANTIFICAGAO DE LTCD4+ E OBJETIVOS DO TRATAMENTO

A quantificacdo de LTCD4+ e o exame de carga viral sdo fundamentais no monitoramento da condigao
imunoldégica e virologica de pessoas vivendo com HIV.O monitoramento auxilia o clinico responsavel na urgéncia
de inicio da terapia antirretroviral, profilaxia para infecgdes oportunistas e modificagdo do tratamento. Com esse
exame, é possivel avaliar o grau de comprometimento do sistema imune e a recuperagéo da resposta imunoldgica

com o tratamento adequado, além de definir o momento de interromper as eventuais profilaxias.

Segundo diretrizes do Ministério da Saulde, recomenda-se que a frequéncia de solicitagdo de exame de
LTCD4+ para monitoramento laboratorial de pessoas vivendo com HIV, seja de acordo com a situagéo clinica,

como indicado na tabela abaixo.

SITUACAO CLINICA CONTAGEM DE LT CD4+ FREQUENCIA DE SOLICITACAO
CD4 < 350 cels/mm? A cada 6 meses
> Em uso de terapia antirretroviral; e
> Assintomética; e CD4 > 350 cels/mm? o
> Com carga viral indetectével em dois exames consecutivos, com | N80 Solicitar

pelo menos 6 meses de intervalo

> Sem uso de terapia antirretroviral; ou
> Evento Clinico; ou Qualquer valor de LT CD4+ A cada 6 meses
Em falha viroldgica

v

Fonte:DIAHV/SVS/Ministério da Saude, referéncia 6 descrita no final do capitulo.

E importante salientar que pacientes com a situagao clinica estavel, em terapia antirretroviral, com carga
viral indetectavel e contagem de LTCD4+ acima de 350 céls/mm3, a realizagdo do exame de LTCD4+ n&o traz
nenhum beneficio ao monitoramento clinico-laboratorial.

Desde dezembro de 2013, o DCCI/SVS/ do Ministério da Saude recomenda inicio imediato da terapia
antirretroviral para todas as pessoas vivendo com HIV, independentemente do seu estagio clinico e/ou imunoldgico. A
recomendagdo de inicio precoce da terapia antirretroviral considera, além dos claros beneficios relacionados a
redugdo da morbimortalidade em pessoas que vivem com HIV, a diminuigdo da transmissdo da infecgdo, o impacto na
redugdo da tuberculose — a qual constitui principal causa infecciosa de obitos no Brasil e no mundo — e a
disponibilidade de opgdes terapéuticas mais comodas e bem tolerada. Nessa seg¢do foi utilizada a referéncia 6

descrita no capitulo final desse documento.
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EXERCICIOS

1. Quais sao as células que o HIV infecta?

2. Por que ocorre a diminuigdo da contagem de células T helper? Como?

3. Quais sao, para o hospedeiro, as consequéncias da redugao das contagens de células T helper?

4. Descreva o que ocorre com as contagens de lifécitos T, linfocitos T helper, linfocitos T citotdxicos e com a

carga viral em cada fase da infeccio pelo HIV.

& BD
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5. Por que é importante acompanhar a contagem de linfécitos T helper em um paciente infectado pelo HIV?

¥
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PRINCIPIOS BASICOS DA CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo € uma tecnologia avangada que permite a avaliagdo multiparamétrica de particulas
e/ou células, a medida em que elas passam, em um meio liquido, por um feixe de luz (laser).

Em comparagdo com a microscopia, onde as células estdo fixadas em uma lamina e posteriormente
coradas, na citometria, essas células se encontram em suspensdo e sdo levadas através de um sistema
pressurizado, a um local denominado célula de fluxo, onde ocorrera a interceptagdo do laser na células e/ou
particulas contidas na amostra. Dessa forma, no momento da “aquisicdo dos dados”, as células estdo em
movimento e por isso € possivel contar milhares delas em um curto espago de tempo.

A citometria teve inicio em meados de 1940, mas a metodologia ficou em maior evidéncia no final dos
anos 80, com o surgimento da AIDS devido a necessidade de se monitorar a condi¢do imunolégica dos pacientes
infectados. E possivel, através da citometria de fluxo, ter acesso a propor¢do de células CD4/CD8 dos pacientes,
informagéo fundamental para a decisdo de inicio de tratamento com antirretroviral e ainda para o monitoramento
da eficécia do tratamento.

E possivel se analisar qualquer particula ou célula com tamanho de 0,2 a 50 micrdmetros por citometria
de fluxo, ou seja, cromossomos, células sanguineas, protozoarios, algas, etc. Porém, antes de se iniciar uma
analise, é necessario conhecer as configuragbes do instrumento a fim de ter certeza que o mesmo é apto a
realizar a analise de escolha. Alguns instrumentos necessitam de modificagdes fisicas para que possam identificar
particulas com baixo tamanho.

A caracterizacao da célula/particula acontece quando a mesma, em um fluxo continuo, & interceptada por
um feixe de laser. Este “encontro” do laser com a célula acontece na célula de fluxo. Quando a luz que incide na
célula é dispersa em angulos pequenos, ela atinge o fotodetector (fotodiodo) posicionado frontalmente ao laser, o
FSC (Forward Scatter), gerando os valores referentes ao tamanho da célula. Quando a mesma luz é dispersa
lateralmente, em angulos maiores, ela atinge o fotodetector SSC (Side Scatter), gerando os valores referentes a
granulosidade ou complexidade interna da célula. Portanto, os dois fotodetectores citados acima estédo
relacionados a dispersao de luz n&o a fluorescéncia.

Caracteristicas celulares como forma, caracteristica da membrana, tamanho, presenga de granulos e a

complexidade interna dos diversos tipos celulares podem afetar a dispersao de luz.
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Além das informagdes de tamanho e granulosidade também pode-se determinar o tipo celular de acordo
com a expressdo de marcadores de superficie efou intracelulares e essa metodologia € conhecida como

Imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Detecgdo da
_5% fluorescéncia
Fi

Anilise no
Citdmetro

N

Anticorpo + fluorocromos

Figura 3: Imunofenotipagem. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

Na imunofenotipagem, anticorpos especificos conjugados a fluorocromos excitaveis por lasers sao
incubados com as células e se ligam as moléculas alvos.

O resultado da excitagdo do fluorocromo pelo laser € a emissdo de fluorescéncia. O fenémeno da
fluorescéncia consiste na absorg¢a@o de energia por um elétron, passando do estado fundamental (SO) ndo excitado
para o estado excitado (S1) onde ocorre a absorgéo de energia do laser pelo fluoréforo. Este elétron ao retornar
ao estado fundamental € acompanhado pela liberagao da energia absorvida por: vibragao e dissipagao de calor e
emissao de fotons de comprimento de onda maior. Por exempo, o fluorocromo FITC é excitado pelo laser azul de

comprimento de onda de 488 nm e emite uma fluorescéncia de comprimento de onda de 520
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Fluorocromo absorve
energia

Molécula fluorescente

A=520 nm

Fonte de luz- excitacdo Emisséo de fluorescéncia |

Figura 4: Emissao de fluorescéncia. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

Na rotina de quantificagdo de CD4/CD8 utilizamos um reagente denominado BD Multitest™ CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC cuja composicdo sdo anticorpos especificos para quatro marcadores
celulares de superficie (CD3, CD8, CD45 e CD4). Cada um desses anticorpos esta conjugado a um fluorocromo
especifico (FITC, PE, PerCP e APC) e a utilizagdo de todos eles no mesmo tubo sé é possivel, porque os picos de
emissao de fluorescéncia de cada um deles estdo bem separados (como mostrado na figura abaixo), fazendo com

que cada um seja detectado em um fotodetector de fluorescéncia especifico.

Fonte de Luz incidente: : MAMAAMM
Laser de Argdnio a 488 nm

'
'
U

—

e ( ) FSC (fotodiodo)

____________________________________ mmmm—  S5C (PMT)
Detectores de fluorescéncia |
Laser de Diodo a 635 nm i1 (fotomultiplicadores- PMTs): !
1 FL1
H FL2 H
FL3

Figura5: Principio basico da citometria de fluxo. Fonte: a ilustragao usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.
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O fotodetector FL1 (Fluorescéncia 1) capta luz de comprimento de onda de 515 a 545 nm, que
corresponde a luz verde. O fluorocromo que emite fluorescéncia nesse comprimento de onda e que faz parte do
reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC é o FITC. No reagente BD Multitest™ CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, o anticorpo monoclonal que esta conjugado a esse fluorocromo € o anti-
CDs3.

O fotodetector FL2 (Fluorescéncia 2) capta luz de comprimento de onda de 564 a 606 nm, o que
corresponde a luz laranja. O fluorocromo que emite fluorescéncia nesse comprimento de onda e que faz parte do
reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC é o PE. No reagente BD Multitest™ CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, o anticorpo monoclonal que esta conjugado a esse fluorocromo € o anti-
CDs.

O fotodetector FL3 (Fluorescéncia 3) capta luz de comprimento de onda maior que 670 nm, o que
corresponde a luz vinho. O fluorocromo que emite fluorescéncia nesse comprimento de onda e que faz parte do
reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC é o PerCP. No reagente BD Multitest™ CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, o anticorpo monoclonal que esta conjugado a esse fluorocromo € o anti-
CD45.

O fotodetector FL4 (Fluorescéncia 4) capta luz de comprimento de onda de 653 a 669 nm, o que
corresponde a luz vermelha. O fluorocromo que emite fluorescéncia nesse comprimento de onda e que faz parte
do reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC é o APC. No reagente BD Multitest™ CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, o anticorpo monoclonal que esta conjugado a esse fluorocromo é o anti-
CD4.Veja na tabela abaixo a combinagao de anticorpos/fluorocromos/fotodetector para o reagente BD Multitest™
CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC:

Tabela 1: Combinag&o anticorpos/fluorocromos/fotodetector — reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC

Anticorpo conjugado | Fluorocromo Detector
anti-CD3 FITC FL-1
anti-CD8 PE FL-2
anti-CD45 PerCP FL-3
anti-CD4 APC FL-4

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD
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SISTEMAS

O funcionamento de um citdmetro de fluxo € resultado da integragdo de trés sistemas:
A) Sistema de fluidos
B) Sistema Optico
C) Sistema Eletrénico

O Sistema de Fluidos é responsavel por transportar as células/particulas em um fluxo continuo até serem

interceptadas pelo feixe de laser. Esse transporte é feito de forma alinhada, para que cada célula/particula seja
individualmente analisada.

Descarte
e @ g

@

D 3 . Transporta as particulas em um fluxo em diregdo ao feixe
[ Camara

de laser para interceptacdo
l de fluxo

.,
Laser
BD
EACSElow™ Apds interceptacdo com o feixe de laser, a amostra segue
em diregdo ao esgoto.
Amostra

®
o

» @

L

e

Figura 6: Sistema Fluidico. Fonte: a ilustragio usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

O alinhamento das células ocorre através do principio da focalizagdo hidrodindmica, que consiste na
separagado do fluxo de amostra do fluxo de BD FACSFlow™ por diferenga de pressao entre os fluidos. O core de
amostra esta sempre em uma pressao maior que a BD FACSFlow™ e tem presséo que pode ser, manualmente

alterada. Ja a solugdo BD FACSFlow™ tem pressao constante e menor que a amostra.

©BD
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Alta pressdo Baixa pressdo

-

Focalizag3o hidrodindmica~ " Focalizagdo hidrodinamica

Amostra Amostra

Figura 7: Vazao de amostra. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

O Sistema Optico é composto por componentes de excitagéo (laser e lentes) e coleta (lentes, espelhos,
filtros e fotodetectores).

Os componentes de excitagdo s&o responsaveis por dar forma e alinhar o feixe de laser, permitindo,
assim, a excitagdo de um determinado fluorocromo e a disperséo da luz.

O sistema de coleta, por sua vez, é responsavel por captar essa dispersao e a luz fluorescente, direcionar
os comprimentos de onda para os fotodetectores especificos e receber a informagéao dptica, que sera futuramente
digitalizada e armazenada em um computador.

O direcionamento da luz para os fotodetectores é feito por lentes e espelhos dicroicos, posicionados no

caminho da luz até os fotodetectores. Diante desses fotodetectores temos ainda filtros Opticos que garantem
especificidade na detecgéo de luz.

Tabela 2: Sistema Optico

Detector Filtro Fluorocromo J:f:s:z Corda Emissél Excitagao Marcador
FL1 ep flff’ 30 FITC 520nm Cg]rzgelo- laser azul CD3
FL2 B f‘?nw 42 PE 575nm \L/:rr;r:]?ého i laser azul CD8
FL3 670 nm LP PerCP 675nm Vermelho laser azul CD45
FL4 BP 6116 APC 660nm | Vermelho laser vermelho | Gpg

©BD

24

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Uma vez que os sinais luminosos chegam aos detectores, eles precisam ser convertidos em sinais
eletrdnicos que podem ser processados pelo computador. Essa fungéo é exercida pelo Sistema Eletronico.

A medida que uma particula entra no feixe de luz do laser é gerado no sistema um sinal elétrico
denominado “pulso de voltagem”. Quando os sinais luminosos, ou fotons, alcangam um dos detectores, eles séo
convertidos em um nuamero proporcional de elétrons que sdo multiplicados, criando uma corrente elétrica maior. A
corrente elétrica se encaminha para o amplificador e & convertida em um pulso. O pulso atinge intensidade
maxima quando a particula esta no centro do feixe. A medida que a particula se afasta do feixe de laser, o pulso
retorna ao seu valor inicial.

A altura do pulso, portanto, refere-se ao pico de dispersdo de luz, enquanto a largura do pulso refere-se
ao tempo de passagem da particula na frente do laser. No BD FACSCalibur™, a altura do pulso de voltagem &
utilizada como valor numérico padréo extraido do pulso de voltagem.

O pulso elétrico recebe um valor digital (nUmero de canais) designado pelo Analog-to-Digital Converter
(ADC). Para cada evento interceptado pelos lasers é registrado o valor da altura do pulso de voltagem, em cada
parémetro (FSC, SSC, FL1, FL2, FL3 e FL4), em uma list mode data. Em seguida, o sinal luminoso é exibido na
posicédo apropriada no grafico de dados. Os dados gerados pelo citdmetro de fluxo sdo armazenados de acordo
com um formato padrao — FCS (Flow Cytometry Standard).

d

la
la

o
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para digital

ﬁuﬂw rlm
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Evant FSC. I‘.' SSC FL1 FL2
paramoter | (size) (groen) {yalaw)
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Figura 8: Sistema Eletrénico.
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Os dados podem ser visualizados em diversos formatos. Um Unico parametro, FSC ou FITC (FL1), por
exemplo, pode ser exibido como um histograma de paradmetro Unico, em que o eixo horizontal representa o valor
do sinal do parAmetro em nimeros de canais (intensidade de fluorescéncia), enquanto o eixo vertical representa o
numero de eventos por nimero de canal. Cada evento é posicionado no canal que corresponde ao valor de altura
do pulso de voltagem para aquele parametro. Sinais com valores idénticos acumulam-se no mesmo canal. Sinais
mais intensos sao exibidos em canais localizados a direita dos sinais mais fracos.

Ainda, é possivel exibir, simultaneamente, dois pardmetros em um mesmo grafico: um no eixo X, e o outro

no eixo Y. Os graficos de pontos (dot plots) s&o bastante utilizados para essa representagéo.

Figura 9: Como interpretar um dot plot.

Nessa segédo foi utilizada a referéncia 7 descrita no capitulo final desse documento. As informagbes
contidas nessa se¢do também podem ser encontradas no capitulo 1 Introdugdo das Instrugcbes de Uso do BD
FACSCalibur™ e e nas bulas dos reagentes BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC.

REVISAO DOS MARCADORES - Quantificagdo CD4/CD8

A tabela abaixo ilustra a expressao dos marcadores na superficie das células sanguineas. Isso te
ajudara a relembrar como as diferentes subpopulagées sanguineas devem estar distribuidas nos graficos de

citometria gerados pelo BD Multiset™.
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Células FSC SSC CD3 CcD8 CD45 CD4
Linfécitos Totais 1 3 +/- +/- +++ +/-
Linfécitos T 1 1 + +/- T+ +/-
Linfécitos Th 1 1 + B T+ vy
Linfécitds Teito ) ¥ + T+ T+ B
Linfécitos T DP 1 4 + + +++ ¥
Linfocitos B 1 0 B B T+ i
Linfocitos NK 1 4 - ¥ Tt -
Monécitos Intermediario | Intermediario - - ++ +
Granuldcitos T T B R T N

S5C-H

CO45-FerCP

VISUALIZACAO DOS DADOS NO BD MULTISET™

CE-PE
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Verdadeiro ou Falso?

__ Todas as células CD3 também expressam CD45.

__ Com a metodologia 4 cores, € necessario realizar o leucograma para se obter a contagem de linfocitos
totais.

____ Oslinfocitos totais compreendem somente os linfécitos T e B.

___As células NK também expressam CDS8.

___ Todas as células CD45 positivas expressam CD3.

Todos os linfécitos expressam CD3.

©BD
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CONTROLE DE QUALIDADE NA ROTINA DE QUANTIFICAGAO CD4/CD8
A gualidade de um resultado esta diretamente relacionada a trés fases distintas do processo de analise: a
fase pré-analitica, a fase analitica e a fase pés-analitica. Na rotina de quantificagéo de linfécitos T CD4/CD8 os

processos abaixo se dividem da seguinte forma em cada fase:

A gualidade de um resultado esta diretamente relacionada a trés fases distintas do processo
de analise: a fase pré-analitica, a fase analitica e a fase pdés-analitica.

g
v Pedido médico (BPA-I): v Performance doinstrumento v Interpretacao doLab
. inforTagéegadeguadas - BD Calibrite™ 3 Beads e \/"\I’Eepct’” o

lodadiics | SOCMEINS | IS
i v Exatainterpretacéao

v Preparo do paciente / CQ Pipetagem 4o resultado
v Coleta da amostra * BD Trucount™ Control
v Triagem da amostra Beads
v Manuseio ~ v CQ dos BD Trucount™
v Conservacao e

Absolute Count Tubes
« BD Trucount™ Control
Beads

v AEQ

transporte daamostra.

A) Fase Pré Analitica
Nessa fase, daremos foco as etapas seguintes: Coleta da amostra, Triagem da amostra e Conservagao e

transporte da amostra.

v Coleta da amostra: a amostra deve ser coletada em tubos EDTA Kz ou Kz, armazenada em temperatura
ambiente 20°C a 25°C até o processamento, que deve ocorrer em até no maximo 48 horas apds a coleta.

O reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC néo foi validado para utilizagdo em

amostras coletadas com heparina ou acido citrico em dextrose (ACD).

v Triagem da amostra: verificar se a amostra esta devidamente identificada, se a requisicdo médica
confere com a identificagdo do paciente no tubo, se a amostra foi colhida com EDTA e se o volume de

©BD
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sangue colhido € o especificado. Nessa fase, € muito importante que as caracteristicas fisicas da amostra
também sejam observadas (ipemia, ictericia, hemolise e coagulos e/ou fibrina). As amostras de sangue
hemolisadas, com fibrina ou com coagulos ndo devem ser processadas. Embora o processo de
hemolise seja classificado como a lise das hemacias, o resultado dessa lise é a liberagdo de uma série de
moléculas pro inflamatérias que acabam por influenciar a sobrevida das outras células do sangue. Por
isso, amostras hemolisadas devem ser rejeitadas. A hemolise fora do organismo, ou seja, in vitro pode
acontecer quando o sangue € armazenado sob temperaturas extremas (muito altas ou muito baixas), em
casos em que o sangue é colhido de forma inadequada ou ainda quando a proporgdo de sangue e
anticoagulante ndo é respeitada (amostras com volume de sangue menor que o recomendado para o
tubo).

- Ideal: 1,5 + 0,5 mg/mL de sangue). Amostras que chegarem ao laboratério fora do intervalo de
temperatura aceitavel, mas que nao apresentarem caracteristicas fisicas de hemdlise podem ser
processadas porém, no laudo de liberagdo do resultado da amostra deve estar contido a informacéo
relacionada ao transporte ou acondicionamento incorreto da mesma. Amostras coaguladas ou com fibrina
nao devem ser processadas, pois a presenga de coagulos e fibrinas podem causar o entupimento do
citbmetro e ainda prejudicam a marcagdo homogénea da amostra, fazendo com que os resultados
gerados ndo sejam verdadeiros. Amostras de sangue ictéricas e lipémicas podem ser processadas
normalmente e adquiridas no citdbmetro. Para esses dois tipos de amostra, onde se tem a presenca de
moléculas que atrapalham a dispersdo de luz, recomendamos que a aquisicdo seja feita em baixa
pressao de amostra (RUN/LO) para se atingir a melhor resolugdo possivel nos resultados.

v Conservagiao e transporte da amostra: a amostra in natura deve ser armazenada em temperatura
ambiente (20°C a 25°C) até o seu processamento (dentro de 48h). Depois de processada a amostra deve
ser armazenada em temperatura ambiente 20°C a 25°C sob abrigo da luz e adquirida no citdmetro em até
no maximo 24 horas. A amostra deve ser transportada em temperatura ambiente (20°C a 25°C).
Temperaturas extremas (congelamento e/ou superidores a 37°C) causam destruigdo celular e afetam os
resultados da citometria de fluxo. No transporte de amostras, em regides muito quentes, as amostras
devem ser armazenadas em recipente isolado e colocadas dentro de outro recipiente contendo gelo
reciclavel (-20°C) e material absorvente, se necessario. Dessa forma é possivel manter as amostras em
temperatura ambiente, mesmo em regides muito quentes. As informagdes dessa segdo podem ser
encontradas na bula do BD Trucount™ Absolute Count Tubes e BD Multitest™
CD3FITC/CD8PE/CD45PerCP/CD4APC.
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B) Fase Analitica
Nessa fase, daremos foco as etapas: Controle de qualidade instrumental, Processamento da amostra,

Controle de qualidade de pipetagem e BD Trucount™ Absolute Count Tubes.

Controle de qualidade instrumental/Calibragdao — BD FACSCalibur™

A calibragédo do instrumento constitui uma das principais etapas do trabalho com citometria de fluxo. Ela
garante a correta distribuigdo das células nos graficos e mostra se o instrumento utilizado na aquisigédo e analise
dos dados esta operando com total eficiéncia. Para a calibragdo do BD FACSCalibur™, o reagente BD Calibrite™
3 Beads e BD Calibrite™ APC.

O BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC juntos sdo um conjunto que reune beads nao marcadas
(unlabeled), beads marcadas somente com FITC, beads marcadas somente com PE, beads marcadas somente
com PerCP e beads marcadas somente com APC. As beads do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC s&o
usadas para calibrar e verificar a linearidade do equipamento, monitorando sua performance diaria. Por isso a
calibragdo do equipamento deve ser realizada todos os dias em que a rotina for executada. O software utilizado

para calibrar o sistema é o BD FACSComp™.

A) Preparo do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC
O preparo do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC é feito em dois tubos (tubo A e tubo B) e os
frascos de cada uma das beads deve ser muito bem homogeneizado antes de serem adicionados aos

respectivos tubos

A B
|+ 1gotadas beads ndo marcadas | |+ 1gotadasbeadsndo marcadas |
i (unlabeled- BD Calibrite™ 3 Beads) : i (unlabeled- BD Calibrite™ 3 Beads) !
= 1 gotadas BD Calibrite™ APC f i« 1 gotade cada uma das beads FITC, |
5 : ! PE, PerCP, APC (BD Calibrite™ 3
i » 1mL de BD FACSFlow™ filtrado Beads e BD Calibrite™ APC)

_______________________________________________

AGITAR AGITAR

Cjnnnu
quunu

citbmetro citometro

Figura 10: Preparo do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art mart.servier.com/.

&BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 31



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

A BD recomenda que a calibragdo seja feita imediatamente apés o preparo do BD Calibrite™ 3 Beads e
BD Calibrite™ APC, porém, caso isto ndo seja possivel, o reagente deve ser mantido sob protegdo da luz e
armazenado por 8h entre 2 e 8°C ou, se as beads de PerCP estiverem incluidas, por 1 hora entre 2 e 8°C.

Durante a calibragéo é realizado o ajuste automatico dos paradmetros (ou settings) do instrumento pelos
menus mostrados a seguir. Durante o processo de calibragdo também é realizado a verificagdo do Time Delay e
Teste de Sensibilidade. O ensaio em que a calibragdo deve ser realizada para a rotina de CD4/CD8 é o Lyse No
Wash:

Assay Selection CaliBRITE Bead Lot IDs Automatic Saving Options
CSEFRRTNI (0. FITC Lot ID: 33408N

W)

‘rb L)
‘__!J 24 hrs old
— LW PerCP-Cy5.5

@ Kot found

@ Lyse/No-Wash (LNW)

'u.u < | hrold

— LNW PerCP-CyS.5
Not found
(1] —

— HLA-B27 Calib
@$ Not found _ Lyse/No-Wash FL3 Threshold Settings

PE Lot ID: 39407)

Unlabeled Lot ID: 376741
fi” Lyse/No-Wash Summary Report | Location

FACStation 2 £0 Files FACSComp Fies 2911122911 1 2L N sum

PerCP Lot ID: 39745M

PerCP: 300

As informacdes contidas nessa segdo podem ser encontradas no Capitulo 4:Controle de qualidade do
equipamento, das Instrucbes de Uso do BD FACSCalibur™ e nas bulas dos reagentes BD Calibrite™ 3 Beads e BD
Calibrite™ APC.

B) Ajuste das voltagens
Durante a primeira fase da calibragio é realizado o ajuste das voltagens dos PMTs, que é feito com tubo
A (beads ndo marcadas e beads marcadas com APC).
O BD FACSComp™ ajusta as voltagens dos PMTs de modo que as populagbes de beads aparegam nas
regides-alvo pré-definidas. A figura a seguir ilustra um exemplo do ajuste de voltagem do PMT SSC. Se a
populagcdo de beads aparecer abaixo da regido-alvo, a voltagem do PMT de SSC sera aumentada pelo BD

FACSComp™, se estiver achatada na parte de cima do grafico (acima da regido-alvo), a voltagem do PMT de

©BD
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SSC sera diminuida. Ainda com o tubo A, o BD FACSComp™ ajusta as voltagens dos PMTs de fluorescéncia
(FL1, FL2, FL3 e FL4). Para os trés primeiros parametros de fluorescéncia, a regido-alvo de posicionamento é o
quadrante duplo-negativo no dot plot, pois ndo ha beads fluorescente para nenhum do canais relacionados (FL1,
FL2 e FL3) no tubo A. Porém, nesse tubo existem beads APC, portanto o ajuste de voltagem do fotodetector FL4

tem como alvo posicionar as beads APC na regido positiva do histograma de FL4.

Ajuste dos PMTs

regio-alvo - - 4-——------ .
2

FSC

® o Detectors /Amps
Param Detector Yoltage AmpGain Hode
[3] rsc (€00 ) 258 % [Leg 99
P2 sst 256 [f] 2563 [Leg P8
Ajuste dos PMTs Ajuste dos PMTs
regido-
alvo
8
g 8 8
= H -
2 | s
(2] Sg
regido-alvo — =
! FL1 °
regido-alvo FL4
Os PMTs de SSC, FL1, FL2 e FL3 sdo ajustados O PMT FL4 é ajustado com as beads BD
com as beads BD CaliBRITE™ nao marcadas CaliBRITE™ marcadas com APC

Figura 11: Ajuste da voltagem dos PMTs.

As informag6es contidas nessa segdo podem ser encontradas no Capitulo 4:Controle de qualidade do

equipamento, das Instrugées de Uso do BD FACSCalibur™.

C) Verificagao do Time Delay
A préxima fase da calibragao, ainda realizada com o tubo A, é a verificagdo do funcionamento do Time

Delay.
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Para entender o funcionamento do Time Delay, talvez seja mais facil ver o que poderia ocorrer se este
funcionamento estivesse prejudicado (falha no processo). Para entender o Time Delay é importante ter em mente
que os eventos ndo interceptam o laser azul e o laser vermelho ao mesmo tempo. Antes de interceptar o feixe de
luz do laser azul, o evento passa pelo feixe de luz do laser vermelho. O tempo que um evento leva para passar de
um laser para outro é de aproximadamente 36 microssegundos.

O exemplo a seguir ilustra uma célula duplo-positiva para PE (FL2) e APC (FL4). Na falha do Time Delay,
uma célula duplo positiva para esses dos fluorocromos ao interceptar o feixe de luz do laser vermelho geraria uma
informacgdo primeiro para o detector FL4 (APC) e quando passasse pelo feixe de luz do laser azul, geraria uma
informacgdo para o detector FL2 (PE). A representacao grafica dessa situagdo seria como mostrado abaixo, um
evento no quadrante de FL4 e outro evento no quadrante de FL2, ou seja, uma mesma célula seria mostrada no
resultado como se fosse duas células diferentes. Quando o funcionamento do Time Delay esta correto, ocorre um
atraso virtual do sinal gerado pelo laser vermelho de modo que esse sinal s6 seja liberado no momento em que a
célula passar pelo laser azul. Assim, uma célula duplo positiva para fluorocromos excitados pelo laser azul e pelo
laser vermelho, serdo mostradas no grafico onde ha a combinacdo de pardmetros dos dois lasers como um Unico
ponto no quadrante duplo positivo do grafico. E por essa razdo que ndo recomendamos o uso do equipamento se
a verificagcdo do Time Delay falhar durante o processo de calibragédo. As informagbes contidas nessa se¢do podem
ser encontradas no Capitulo 4:Controle de qualidade do equipamento, das Instrugbes de Uso do BD
FACSCalibur™.

SEM a Calibracao do Time Delay  COM a Calibracao do Time Delay

sinal de excitagdo do
laser azul

‘ A

s

sinal de excitagéo do
laser azul

4
1 f
laser azul

(488 nm)

FL2
A
. e FlY.
faser vermelho . ‘ Time Delay
(635 nm) ‘ T
sinal de excitago do
Jaser vermelho

> FL2

TEMPO TEMPO

FL4 FL4

faser azul
(488 nm)

{ b
laser vermelho ‘l
(635 nm)

laser vermelho

[ sinal de excitagdo do

Figura 12: Time Delay
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D) Ajuste das compensagodes

O passo seguinte é o ajuste das compensagdes, realizado com o tubo B.

A emissao de fluororescéncia dos diversos fluorocromos ocorre em um intervalo de comprimento de onda e
esse intervalo pode ser parecido entre eles. O resultado dessa similaridade € a detecgdo de parte desse espectro
por fotodetectores de fluorescéncia ndo especificos. O que é feito durante a etapa de compensacdo do BD
Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC é a retirada da fluorescéncia interferente nos fotodetectores nao
especificos. Por exemplo, o detector FL1 pode captar a luz fluorescente emitida pelo fluorocromo PE, mas esta luz
deveria ser captada pelo detector FL2, enquanto que o detector FL1 deveria captar apenas a luz emitida pelo
fluorocromo FITC. Assim, pode-se afirmar que a luz emitida por PE e captada pelo fotodetector FL1 é uma
interferéncia de PE (FL2) no fotodetector FL1. Quando o software ajusta a compensagao FL1 -%FLZ2, ele esta
retirando a interferéncia de PE no detector FL1. O BD FACSComp™ realiza o ajuste de todas as compensagoes

de maneira a posicionar cada grupo de beads fluorescentes nos quadrantes corretos de cada gréfico.

FL2-H
FL2-H
FL4-H

FL1-H FL3-H FL3-H

Figura 13: Ajuste das compensacoes.

No exemplo abaixo, & possivel notar a interferéncia da fluprescéncia de PE no detector FL1 e FL3. Quais

ajustes sdo necessarios para que o problema de interferéncia seja resolvido?
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Exercicio: compensando PE

| | FL1- T%FL2

Relative Intensity

500 550 500

Wavelength (nm) FL2 3 D FLS ™ %FL2

Figura 14: Ajuste das compensagdes.

As informagbes contidas nessa secdo podem ser encontradas no Capitulo 4:Controle de qualidade do

equipamento, das Instrugbes de Uso do BD FACSCalibur™.

E) Threshold
O threshold é estabelecido no momento da escolha do ensaio no BD FACSComp™. A decisao da escolha do
ensaio esta vinculada ao protocolo de processamento da amostra. Na rotina CD4/CD8, o protocolo de

processamento da amostra € realizado no formato Lyse / No Wash (lise/sem lavagem) onde os eritrocitos sao

lisados e a amostra ndo é submetida a uma processo de lavagem para a retirada de interferéntes. O threshold
nesse caso € estabelecido no parametro FL3 no valor de 300. O resultado dessa configuragdo de threshold é o
processamento eletrdnico dos sinais que tiverem intensidade de fluorescéncia para FL3 (CD45 PerCP) maior que
300.

O estabelecimento do threshold é importante para diminuir a interferéncia dos debris (restos celulares) nas
contagens celulares. Para gerar valores percentuais e absolutos precisos, € necessario que sejam adquiridos, no
minimo, 2000 eventos de linfocitos e, no minimo, 500 eventos de beads. Como a quantidade de hemacias lisadas
estd em grande numero na amostra, estes restos de eritrocitos poderiam influenciar de maneira negativa a
contagem dos eventos. As informagdes contidas nessa segdo podem ser encontradas no Capitulo 4:Controle de

qualidade do equipamento e adicionalmente no Capitulo 5, das Instru¢cbes de Uso do BD FACSCalibur™.
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1000

0O ) Threshold

Linfocitos 528l (O)sscH () sscH
CD45+

SSC

o

0
10 (CD45 PerCP 0
1

threshold

Figura 15: Threshold.

F) Teste de Sensibilidade

A etapa final da calibracéo ¢é a realizagao do teste de sensibilidade e nessa etapa o BD FACSComp™ utiliza o
tubo B.

A funcao do teste de sensibilidade & avaliar a capacidade de cada fotodetector em distinguir o que é sinal e o
que é ruido. Na figura a seguir vemos o teste de sensibilidade para os detectores FL1, FL2 e FL3. O sinal para
FL1 € a luz emitida pelas beads FITC; para FL2, a luz emitida pelas beads PE; para FL3, a luz emitida pelas
beads PerCP. Para estes trés detectores, o ruido é a autofluorescéncia das beads ndo marcadas quando
excitadas pelo laser azul.

Quanto maior a separagédo entre ruido e sinal, maior é a sensibilidade do detector, ou seja, maior & a sua
habilidade de ndo confundir o verdadeiro sinal com o sinal indesejavel (ruido). O nimero de lote de cada bead do
BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC estabelece um valor minimo de separacio entre os picos de sinal e
de ruido para cada um dos detectores. Se a separagio entre o pico de ruido e o pico de sinal for maior que o valor
minimo estabelecido pelo nimero de lote do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC, o pardmetro em
questao passa (Pass) no teste de sensibilidade; se for menor, o parametro falha no teste de sensibilidade (Fail).

Para o detector FL4, o sinal é a luz emitida pelas beads marcadas com APC e o ruido é a luz emitida pelas

beads marcadas com PerCP.

Para o detector SSC, o ruido é gerado por um pulso eletrénico em FSC. Para FSC, o ruido € o menor sinal
que este detector conseguir captar.

& BD
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Ao final da calibragdo, o BD FACSComp™ gera de um laudo denominado BD FACSComp™ Report, que
deve ser analisado atenciosamente antes de a rotina ser iniciada. As informagées contidas nessa se¢cdo podem
ser encontradas no Capitulo 4:Controle de qualidade do equipamento, das Instru¢des de Uso do BD
FACSCalibur™.

G) Interpretacdo do BD FACSComp™ Report
O laudo final da calibragdo deve se encaixar nas condi¢gdes mostradas abaixo:
Todos os parametros (FSC, SSC, FL1, FL2, FL3 e FL4) devem passar no teste de sensibilidade (Pass);

—_

A poténcia do laser azul (blue laser power) DEVE ser igual a 14,5 40,5 mWatts;

Os valores de compensacao DEVEM ser menores que 50%,

Cal S I

O resultado da calibragdo do Time Delay deve ser Pass (“Time Delay calibration passed”).

Se todos os pontos do FACS Comp Report estiverem de acordo com as recomendacbes acima, é
necessario clicar em SET UP para colocar os par@metros gerados em uso e o equipamento estara pronto para a
execugao da rotina.
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4-Color Lyse/No-Wash FACSZGomp Report

IrstRution:  2EX Dde: 11 dia deznmbre da 2012 0515
Direcaor: M) EPE Sofeare:  FACSComp 8.0
Orpesratoa i Cylometer:  FACSCalbur 023456755
[Paraivesier High Lo Sepafatisn i il
FaG 175 4 17 100
580 24E 1 245 20
FLt 185 4z 125 100
A2 161 14 &7 105
FL3 172 L] 12 135
FlL4 el 114 a7 55
Farame e Dseamctor Amplitier Thirees huzd Blse Laser Curram
FEC B0 2.00 Bliss Laser Power
58 HE 100
FLA L Liog
FLz AES Log
FLS S35 Liog 00
FlL4 ) Log
Companaation | FL1-%FL2 FL2WFLI FL%NFAZ FL3-%FA2 FL3A%FL4 FL4%FLI
28 a1 oo T 12 TE
s g;:’ i :
=z : =
- - 4
B = |- =
E = E = E E
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= : R
S il =3 = T
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E e
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Figura 16: BD FACSComp™ Report
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H) Instrument Settings

Durante a calibragdo sao gerados valores de voltagem para cada parametro, valores de compensagio e
threshold. Esses valores sdo chamados de instrument settings e sao salvos no instrumento ao final da calibragio.
Sao essas as informagdes que o BD Multiset™ utilizara para posicionar as populagdes celulares nas devidas
regidbes alvo. Se quisermos recuperar os instruments settings de uma calibragdo, basta abrir o arquivo
Calibfile.LNW presente em FACStation>BDFiles>InstrumentSettingsFiles clicar em Open, Set e, em seguida,
Done. Ou ainda, é possivel recuperar esses settings de uma amostra que contenha os valores de calibragdo de
interesse. As informacbes contidas nessa secdo podem ser encontradas no Capitulo Capitulo 5: Processar

amostras manualmente, das Instrugbes de Uso do BD FACSCalibur™.

Instrument Settings

Cytometer Type: FACSCalibur ™
Detectors fﬂ-ps H

Param Detector Yoltage AmpGain Hode
P1 FSC EB8 2.88 Lin
P2 SSC 351 1.88 Lin
P3 FL1 315 1.88 Log
P4 FL2 445 1.88 Log
PS5 FL3 57?3 1.88 Log
P6 FL1-A 1.88 Lin
P? FL4 699 Log
Threshold:

Primary Paraometer: FL3
Yalue: 308

Secondary Parameter: HNone

Compensation:

FL1 - 2.6 X FL2
FLZ - 12.4 X FL1
FL2 8.8 X FL3

FL3 - 9.8 X FL2 o/
FL3 - 1.1 X FL4 4
FL4 - 28.2 X FL3 v
Displaying: 101.01 Revert
Print Save Open Set Done

Figura 17: Instrument Settings
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EXERCICIOS

1. Qual é o reagente usado para calibragao e controle de qualidade do BD FACSCalibur™? O que ocomp&e?

2. Quando devemos realizar a calibragdo do BD FACSCalibur™?

3. Descreva o preparo do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC.

4, Se a calibragdo do Time Delay falhar, pode-se executar a rotina? Por qué?
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PROBLEMAS E SOLUGOES

A. Calibragao

Durante a realizag&o da rotina, todos os passos devem ser constantemente monitorados para que se
possa detectar rapidamente possiveis problemas que resultam em erros no laudo final. Ao ligar o citbmetro, antes
de iniciar qualquer procedimento de leitura, deve-se esperar 15 minutos para que o laser atinja a poténcia ideal de
trabalho e se mantenha estavel.

A primeira etapa da rotina € a calibragdo do instrumento utilizando as particulas BD Calibrite™ 3 Beads e
BD Calibrite™ APC. Os primeiros erros podem ocorrer durante o preparo dos tubos A e B. Por isso os passos a
baixo devem ser respeitados:

¢ Homogeneizar bem cada frasco de BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC ™ antes de pingar as
gotas nos tubos. Isso garante a suspensio completa das particulas.

¢ Certifique-se que as particulas ndo passaram da data de validade impressa na etiqueta.

e Se a suspensdo preparada nao for fresca, prepare uma solugdo fresca de particulas e repita o
procedimento. Particulas usadas apos o periodo de estabilidade comegam a apresentar uma diminuigéo
na separagcdo entre populagbes marcadas e nao-marcadas, resultando em falha no Teste de
Sensibilidade.

+ Abra novos frascos de particulas caso suspeite de contaminagao microbiana.

¢ \Verifique se o sistema de fluidos do instrumento esta livre de bolhas ou debris. Se a limpeza do
instrumento for necessaria, verifique o guia do usuario do citbmetro para instrugdes.

Os principais erros na calibragdo podem ocorrer nas etapas mostradas abaixo:
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1. Ajuste na voltagem dos PMT:

a) O ajuste das voltagens nao & feito automaticamente

Event Rate: 1316 0 = Detectml’s,fAmps
Beads Detected: Param Detector Voltage Amp Gain Mode
Unlabeled P Fsc (€00 o) 2.00 8] (log 1%
. APC (] ssc 401 8 100 8] (Ln
9 P3 FL1 ses [¢] 100 [8) (log 1%
P4 2 sos 3] 100 [§) (o 72
f=) Nl 2
Target Values: I £2 . 4L I1A00 % oo
8 ssC: 231 P6 FL1-A 1.00 r') Lin
g FLL: 44 ‘ 10 B
8 - 22 p7 4 635 [3] Log %
I £3 FL3: 27
4 a 2 FL4: 207 ™ Four Color DDM Param: L1 e
b
FSC-H ° FLa-H
v FL1: 38 ¥ FL2: 18 FL3: 25 FL4: 206 ¥ SSC: 230 FSC: 178
Causas Solugdes
Contagem de eventos abaixo 1. Agite o tubo
de 400 eventos/seg 2. Verifique se o citbmetro esta
em RUN/HIGH
3. Adicione uma gota das
beads que apresentarem
baixa contagem de eventos
O tempo para o ajuste Realize o ajuste manual dos PMTs
ultrapassou 75 segundos gque ndo foram ajustados
Bolhas na célula de fluxo No painel de fluidos do equipamento
realize PRIME
Sujeira ou presenca de Realize a limpeza do sistema —
cristais na célula de fluxo LIMPEZA DO SISTEMA FLUIDICO
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b) A voltagem dos PMTs varia mais que 100 volts

- — - - e ——— m— -
- - - - e T e
- Tea . oy e P o
" - @ - e - L
" ad - - e - e PT:
- e - - e Causa Solucéo
3 - e e i Sujeira ou presenga | Realize a limpeza do
e = > T - .
n - - de cristais na célula sistema — LIMPEZA
A - - = de fluxo MENSAL
Cammesmman PN RS ROARS AUBAAS MBARL RLeWU
a rag (L) "e " " N .
: : SRS : Bolhas na célula de Dé PRIME
! ' } f fluxo
B . e o
! i Si ‘ Numero incorreto do | Corrigir o nimero do
X 2 el . ‘_| lote ID das beads lote

: 0o
t HE
L)

c) As beads APC nao sao detectadas

0

Baram Detector Voltage AmpGain = Mode

0

Detectors/Amps

Pl FSC 5 $ BL
P2 sSC & d (on 12
73 FLI i 4 B
P4 L2 o $
Event Rate; 855 PS FL3 5] §
Beads Detected: "6  FLIA ) Lin
Unlabeled P7 FL1-W 100 f§! Lin
3 :
DOM Param: L)
FL1: 44 FL2: 22 FL3: 27 SSC: 226 FSC: 178
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Parameter High Low Separation Mainun Result Let ID o
Fsc " » 1 100 Pass 802051 Causa Solugao
$SC 20 0 0 20 Pass S02051 +
28] 164 £ ” L] Pass SeTe0
FL2 %8 1% 52 120 Pass TN —
- o L " " s s2a | Ndo colocou APC no | Adicionar as beads
tubo A APC no tubo A
Paraneter Detecter Amplifier  Thresheold Blue Laser Current 6 24 Avgs
FSC E00 200 Blue Laser Power 15 05 mWianty
$8C - 1.00 -
:}_; :‘;‘: t:: O laservermelho esta | Selecionar a opgcdo
I s Lo 200 desligado FOUR COLOR em

Detectors/Amp

Compensation FLI-BFLZ FL2-%FL1 FLZ-%FLY FL)-®FL2
- - 2 ne Voltagem altade FL4 | Ajustar a voltagem

8. 8, a manualmente
- 4 §
% %E 5.§< DICA: Deletar o arquivo CalibeFile.LNW no diretorio:
LI, 82 384 FAC Station > BD Files > InstrumentSettings Files >
1 & J R4 J CalibeFile. LNW
O e e T TeeeT ° yrevervreer g
0 %0 100 150 200 %0 0 %0 100 1% X0 1%0 0 30 100 150 X0 1%
L= Ll LS )
8
- &
2 .4
% 1 £8
3 9 u!g
g
L-T (-]
9 %0 100 130 X0 1% © 30 100 150 X0 130
-«
Comments

As figuras a seguir exemplificam como solucionar situagao relatada na segunda linha da tabela
acima, quando o laser vermelho esta desligado/FL4 desabilitado Para isso ativar no BDPAC FL4 Option
Present" e/ou selecionar a opgdo FOUR COLOR em Detectors/ Amp. como mostram as figuras a seguir:

Bl

™ = <) Thu11:03 Am Q)
bdpad

Mostrar Tudo (3)

spotlight

060 BDPAC

e s ™ EDPAC Srartup Check
ﬂm l-‘@ Aslicatwos & BDPAC Startup Check
a <. BDPAC
v Documentos | com.bd.bdpac.plist
Preferéncias do Spotlight .
In Use: No
Status: Ready
| = =
Cytometer Serial Number (Bl Gt W
e il
E97500791 LE'_. -
I simulated [OTTETTEen PO
mw\ t m "
{FACSCalibur 53 o) B
__ Sort Module Present FAS ey ELU0)
B FL4 Option Present l»‘-. L
- —_
Pl Dl iy Valipliids  Alskades Al Maddins
(cancel ) 0K —
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Lyse(wash FACSComp

B9

PMT

i

emp

s

trs

| HLA-82 ummary |0

@ | [

Message Use the Detectors/Amps fcaier W agjust e PMT Voltages marnsally, CHCK the derault Dution ahen
you wre dont adiusting the PMT Vokages to 4o 01 1o the next step,

Counts
0 20 40 £0 80 100120

JFLL: 74 {FL2 70

¥ FL3: BS

v FL4: 203

o
Target Values:
$5C: 181
Event Rxxe: 1758 FLL: 74
Stads Detected FL2. 70
Unlabeled B =n
vy FLE: 202
Cc O Detectors JAmps
PBarsm Potector Yeltsge Am I
[ Fsc F00 2] 100 Log

r2 $SC 390 -‘" 1.00 L} Un
ps o 157 o0l e
Pa F1z &0% Q l.lﬂm Log

P6 FLI-A 100§
7 Fili-w 100
P7 L4 782 'i‘ Log

#fourColor  OOMParem: | FLI

e
»l
"

il
P3 ns 105-‘? l.lﬂﬁ Leg *

Bl

( Stop Run ) 1 Inial PAT ) warua

* Open Cover

DICA: Deletar o arquivo CalibeFile. LNW em: FACStation > BD Files > InstrumentSettings Files >

CalibeFile.LNW.
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2. Verificagao do Time Delay

a) Falha na calibragéo do Time Delay

Parameter High Low Separation Mininun Reswlt Lot D
Fsc 1 F ™ 100 Pass 602051
s8¢ 241 o 241 210 Poss 602081
FL1 144 4 126 9 Pass 87840
2 m 13 1% 120 Pass ST
I w = 187 135 Poss usa
FlLd 207 129 " L4 Pass Tt
| Parameter  Detector  Amplifier Threshold  Bive Laser Current 6,19 Args
FSC EM 200 Blwe Laser Power 15 05 nWans
§SC Lo 1.0
L “s Leg =
A2 s Leg Causa Solugao
M =™ Leg 200
fLd s g - -
| Compensation FLI-SFLZ FLZ-WFL1 FLZ-3FLY FLI-SFL2 FLI-SGFLA FLA-%FLI Bolha na célula de fluxo Prime
40 140 00 22 17 S84
84 g 4 84 Taxa de eventos baixa 1. Agite o tubo
| 8 ara esferas APC 2. Configure a taxa de
-F 8
i 7 24 i fluxo como HI
S 8 84 58 3. Adicione esferas APC
23 j\( 2 J ao tubo de esferas ndo
° v ¥ 7 - - (-] - ’ -3 . - - o\
0 30 100 150 X0 20 0 %0 100 1% 200 1% 0 30 100 130 200 250 marcada +APC (tubo A)
e il (%]
8 2 g
] 2
= s -
3 38 3 ]
: R ]
Q9 30 100150 X0 1% 0 30 10 1% 200 1% 0 ¥ W0 1% X0 1%
S50 Ll fLds
|Conments
I Tara Detuy € sbtration Fuded

3. Ajuste das compensacgoes

a) Uma ou mais beads nao sdo detectadas

Either the Unlabeled, PE, FITC, PerCP or PerCP-Cy5.5
bead was not detected. Set up can not be performed. FL2-
Please check that you added these beads to your mixed

bead tube in the right concentrations.

FL2-H

FL3-H
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Causas

Solugbes

N&o adigio das beads que estao faltando

Adicionar as beads que estiverem faltando,
agitando o frasco de beads antes de pingar

Falta de agitagdo dos frascos das beads

Homogeneizar as beads antes do uso

Beads muito diluidas — Solugdo BD FACSFlow™ >
3mL

Preparar um novo tubo B

Falha de software

Fechar e abrir novamente o BD FACSComp™

Nessa seg¢do foram utilizadas informacgdes validadas pela prépria equipe de assessoria para mimetizar problemas que
podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

b) O ajuste das compensacdes nao é feito automaticamente

Event Rate: 2065

4-Color Lyse/No-Wash

FL2-H

FLI-H
v FL1-FL2 Mean Diff.
FL2-FL1 Mean Diff: 18

FLEH
' FL3-FL2 Mean Diff

59

Beads Detected:
Unlabeled ©O
FITC
PE
PerCP
APC

) Compensation
4.9fflwrz
12.6@‘96 FL1

offlsrs

FLA-H

14500 2

1.7(3l% FLa

21.2ffl%ns
————————
FL3H

(FL3-%FL4) APC FL3 Mean: 39

(FL4-%FL3) PerCP FL4 Mean: 38

Target Values
FL1-FL2 Mean Diff: -14

FL2-FL1 Mean Diff: 16

FL2-FL3 Mean Diff: 0
FL3-FL2 Mean Diff: 59
(FL3-%FL4) APC 36

(FL4-%FL3) FL4 41

Causas

Solugoes

Contagem de eventos abaixo de 400

1. Agite o tubo B
2. Verifigue se o citbmetro estd em RUN/HIGH
3. Adicione esferas ao tubo

O tempo para o ajuste ultrapassou 75 segundos

Faca a compensacdo manualmente

Tubo B preparado ha muito tempo

Preparar um novo Tubo
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c) Compensagao com valor maior que 50%

Parsmeter MHigh Lew feparation L LT e vule Let I©

FSC " n Lh] L Pass Lol

5 e L] e M Pags Lt

" 1t €9 1} ] L -] Paas T

L * w 113 " 20 Pass ST

Ry W F2] m "0 Pass wa

na X8 13 L) < Pass Teas
Parsmeter Detector Amplifier  Threshold Bive Laser Current & 10 dags

FsC (2] 100 Bive Laser Power 13 00 rirveins

i< L 100

L8] e Leg

A2 m Log

ny " 0 2

- oo - Causa Solugao
Conpensation FLIZMFLZ FL2Z-MFLI FLZ-SFLY FL-WFLZ FL)-MFLY| FLA-NFLDY

s 1o 00 s 14 340 Bolha na célula de fluxo Prime

Caaniv
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8 &
| b 3
3al tH
gl 84
0 %0 100 130 X0 130 °o 30 100 150 200 130 eo 0 100 130 200 190
e PO o
8 81
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o

Comments
Tera Daley < wlitrsson Pasted

© %0 100 1%0 X0 %0
Ll

0 30 100 130 X0 1%
LS
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Tubo B preparado ha muito
tempo e mantido fora das
condigoes ideais

Preparar um novo mix de
BD Calibrite™ 3 Beads e
BD Calibrite™ APC
Rerun FACSComp™

Valores alvos incorretos

Contatar a BD Biosciences
caso isso ocorra

¥
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1. Teste de sensibilidade
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As informagdes contidas nessa se¢do podem ser encontradas no Capitulo 9: Resolugdo de problemas, das
Instrugées de Uso do BD FACSCalibur™.
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EXERCICIOS

1. Imagine que vocé esta correndo o tubo A do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC no BD

FACSComp™ e as populagbes aparecem como mostrado abaixo. Para cada grafico, desenhe a regiéo-

alvo da populagéo e descreva como vocé a posicionaria nessa regiao.

(o] (o]

— I

[T O [T
FL1 FL3

W

Q £
FSC FL4

2. Descreva, com suas palavras o que € a calibragdo do Time Delay e por que esta € necessaria.

©BD
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3. O que é acompensagao? Por que & necessario realizar este procedimento?

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD
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4. Observando o contelido dos tubos, como vocé faria a compensagdo nos graficos abaixo? Indique a
regido-alvo das beads marcadas, bem como qual compensagéo seria realizada e se o valor deveria

aumentar ou diminuir. Considere que o ajuste de voltagem dos PMTs ja foi realizado.

C FL1- % FL2
_ FL2- % FL1
FITC -, O FL2- % FL3
N P) FL3- 9% FL2

. - %

L_ FL3- 9%FL4

FL1 FL4- 2% FL3

C\I FL1- % FL2

- FL2- % FL1

PerGP = FLz- 9%FL3
L] O FL3- % FL2
\_ FL3- % FL4
FLZ FL4- % FL3

C_ FL1- 3% FL2
_ FL2- % FL1

PE i FL2- 2 FL3
MM FL3- % FL2
\_ O — FL3- 3% FL4
FL2 FL4- % FL3

©BD
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FL3

-n
5
&
FL1

FL4
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FL1- %FL2
FL2- % FL1
FL2- 3 FL3
FL3- %FL2
FL3- % FL4
FLa- 3%FL3
FL1- %FL2
FL2- % FL1
FL2- % FL3
FL3- 3 FL2
FL3- % FL4
FL4- %FL3
FL1- 3 FL2
FL2- % FL1
FL2- 3%FL3
FL3- % FL2
FL3- 3 FL4
Fla- = FL3
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PRATICA 1: CALIBRAGAO
Software BD FACSComp™

1.

[T~ = B o~

10.

1.

12

Preparar:

Tubo A: (1ml de solugéo BD FACSFlow™ + 1 gota da particula ndo marcada + 1 gota da particula APC)
Tubo B: (3 ml de solugdo BD FACSFlow™ + 1 gota da particula ndo marcada + 1 gota da particula FITC +
1 gota da particula PE + 1 gota da particula PerCP + 1 gota da particula APC)

Abrir o software BD FACSComp™,;

Adicionar o nome ou iniciais do operador na tela Sign In;

Clicar em Accept;

Clicar na opcéo Lyse/No-Wash (LNW) em Assay Selection. Verificar se as outras opgbes ndo estéo
selecionadas. Acrescentar o lote de identificacdo de cada particula BD Calibrite™ 3 Beads e BD
Calibrite™ APC no campo BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC Bead Lot IDs;

O Target Value do APC deve ser adicionado manualmente no software e muda de acordo com o lote
dessa bead. Com o software BD FACSComp™ aberto clicar em BD FACSComp™ > Edit Target Value >
OK Escolher o assay Lyse No Wash e em FL4 colocar o valor do Target Value que esta na etiqueta ds
bead APC.

Ajustar a vaz&o do fluxo em HI e apertar o botdo RUN no citdmetro;

Homogeneizar o tubo A e coloca-lo no citdmetro;

Clicar em Run no menu do software e em seguida clicar em Start para iniciar a aquisigéo dos eventos. —
Reali N i 50 d | tomatico:

Ap0s, repetir os passos de 2 a 8, porém, realizar a calibragdo com ajustes manuais: Clicar em Manual na
parte inferior da tela para fazer o ajuste manualmente. A janela de valores alvos (target values)
aparecera. Utilizar a janela Detectors/Amps para ajustar os PMTs em + 2 canais dos valores de
referéncia para a fluorescéncia do PMT;

Apos ajustar todos os detectores, clicar em Time Delay para que o software faga a verificacédo
automaticamente;

Em seguida aparecera a tela de ajuste da Compensacgao, retirar o tubo A e colocar o tubo B na probe.

Clicar em Start;

& BD
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1.

4.

Clicar em Manual na parte inferior da tela para fazer o ajuste de compensagao manualmente. A janela de
valores alvos (target values) aparecera. Utilizar a janela de compensagéo para ajustar a compensagao
manualmente. As diferengas médias sdo mostradas embaixo dos graficos. Estes valores devem ser
menores que + 2 canais em relacao aos valores alvos;

Clicar em Next para dar inicio ao teste de sensibilidade. O software ira finalizar automaticamente os
ajustes necessarios;

Verificar o laudo da calibragdo, Clicar em Set Up. Na tela Sign In, clicar em Quit;

Realizar a Limpeza apds aquisi¢&o;

Mova o brago paraolado e

* 3 mLde hipoclorito 0,5 - 1% na deixe que o vacuo aspire 2mL
de solugdo

J

deixe que o vacuo aspire 2mL
AP de solugdo

<““\ '+ Movaobragoparacladoe |

Figura 18: Limpeza apés aquisigdo. Fonte: a ilustragio usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

©BD
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EXERCICIOS

1. Quando deve ser realizada a limpeza apos aquisigao?

2. Qual é a fungéo da Vedacao Bal? Por que é necessario troca-lo e qual deve ser a periodicidade destatroca?

3. Quais sao os sinais de que a Vedagao Bal deve ser trocada?

©BD
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PREPARO DAS AMOSTRAS E CONTROLES

Todos os passos da etapa de preparo de amostras e controles devem ser respeitados a risca para que
os resultados obtidos sejam fidedignos. E muito importante que os tempos e as condigdes de incubagdo, bem
como os volumes de amostra, reagentes e solugdes pipetadas sejam obedecidos.

O sangue deve ser coletado em tubos EDTA Kz ou Ks. Apds a coleta, o sangue deve ser utilizado para a
preparagdo da amostra em até 48 horas, desde que este sangue tenha sido mantido em temperatura ambiente
(20°C a 25°C). O protocolo que deve ser utilizado na preparagdo das amostras € o que foi preconizado pelo
fabricante do reagente utilizado para a marcagdo das células (BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45
PerCP/CD4 APC CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC).

| *Apos a diluigdo
E 1:10, utilizarem 7
i dias

Incubagdo de Incubagdo de

. 50 |-1|- de sangue ! 15 minutos Rt 15 minutos
i +450pL P :
») E solucao de E :l Citometro !

lise* 1:10 | oo

|+ 20 plL de BD Multitest™ |
\  CD3 FITC/CDS PE/ 3
| CD45 PerCP/ CD4 APC

Vértex Vortex

*  Utilizar pipetagem reversa para o sangue.

* Asolucgdo de lise diluida deve ser utilizada em até um més desde que conversada em frasco de vidro limpo. Se for utilizado outro
tipo de frasco, o ideal é que sejam feitas diluicdes semanais.

Figura 19: Preparo de amostra. Fonte: a ilustragé@o usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

©BD
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PRATICA 2: AMOSTRAS

Etapa 1- Adicionar o reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC aos BD Trucount™
Absolute Count Tubes™.

As amostras para quantificagdo de CD4/CD8 sio processadas em tubos denominados BD Trucount™
Absolute Count Tubes. Nesses tubos, existe um grupo (pellet) de beads fluorescentes responsaveis por gerar as
contagens celulares absolutas em cada amostra. Por isso, antes de se pipetar o BD Multitest™ CD3 FITC/CD8
PE/CD45 PerCP/CD4 APC dentro dos tubos, € muito importante verificar a integridade do pellet de beads. O BD
Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC é o reagente que contém uma mistura de anticorpos anti-
CD3 conjugados ao FITC, anticorpos anti-CD8 conjugados ao PE, anticorpos anti-CD45 conjugados ao PerCP e
anticorpos anti-CD4 conjugados ao APC. O BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC deve ser
pipetado (20uL) nos BD Trucount™ Absolute Count Tubes com cuidado para que a ponteira néo toque no pellet
de beads. Quando o reagente toca as beads, elas sao solubilizadas. As informagbes contidas nessa se¢do podem
ser encontradas na bula do BD Trucount™ Absolute Count Tubes e BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45
PerCP/CD4 APC.

Etapa 2- Pipetar o sangue.

O volume de sangue utlilizado é 50uL e deve ser pipetado por pipetagem reversa (pipetagem utilizada
para liquidos viscosos). Antes da pipetagem do sangue, o tubo de amostra deve ser bem homogeneizado e isso
pode ser feito manualmente, agitando o tubo dez vezes por inversdo ou ainda mantendo o tubo em agitador
automatico, porém nesse caso, o tempo de agitacdo ndo deve ultrapassar 10 minutos. Apds, a pipetagem do
sangue, os tubos devem ser agitados em vortex leve e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente (20°C a
25°C) e sob o abrigo da luz. As informagbes contidas nessa segdo podem ser encontradas na bula do BD
Trucount™ Absolute Count Tubes e BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC.

Etapa 3- Lise das hemacias e fixagdo das marcagoes de superficie

Apos os 15 minutos de incubacao, 450uL da solugdo de lise (FACS BD FACS™ Lysing Solution Solution)
ja diluida 1:10 em agua destilada deve ser adicionado ao tubo. A solugdo de lise (diluida ou concentrada) nao
requer protecio da luz nem refrigeracédo e, apods diluida, deve ser utilizada em até um més desde que conservada
em frasco de vidro limpo ou polietileno de alta densidade. Depois deste procedimento, o tubo deve ser
homegeneizado e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente (20°C a 25°C) sob o abrigo da luz. As
informagées contidas nessa segdo podem ser encontradas na bula do reagente BD FACS™ Lysing Solution.
Etapa 4- Leitura no BD FACSCalibur™.

Apds o preparo completo, as amostras podem ser lidas em até 24 horas, desde que tenham sido

mantidas no escuro e a temperatura ambiente (20°C a 25°C).

& BD
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PRATICA 3: CONTROLES

Os controles podem ser preparados com sangue de pacientes saudaveis ou pacientes HIV positivos
que tenham celularidade minima de linfécitos TCD4 (= 500 células/uL) e atenderem aos pré-requisitos de uma
amostra em boa qualidade. Assim como para as amostras, o sangue para preparo dos controles deve ser utilizado
no maximo apos 48 horas da coleta, desde que este sangue tenha sido mantido em temperatura ambiente
(20°C a 25°C) e sem agitagao.

Os BD Trucount™ Control Beads monitoram o funcionamento correto dos BD Trucount™ Absolute
Count Tubes e avaliam a pipetagem do operador responsavel pelo preparo das amostras. Para tanto, séo
utilizadas beads em alta, média e em baixa concentragio (valor absoluto conhecido em 50uL de cada controle).
Por esta raz&o, os controles sdo preparados em trés tubos: o controle alto (ou high), o controle médio (ou
medium) e o controle baixo (ou low).

O preparo dos controles € muito similar ao das amostras, mas com um Ultimo passo a mais. As 3 etapas
de preparagdo de amostra sdo aplicaveis a preparagdo dos controles e apos a incubagao com a solugéo de lise
diluida, é acrescentado aos respectivos tubos de cada controle 50uL das beads correspondentes (pipetagem
reversa). Antes da pipetagem, os frascos dos BD Trucount™ Control Beads devem ser vortexados gentilmente por
30 segundos. Apds, a adigdo dos controles aos tubos, os mesmos ja podem ser adquiridos no citdmetro
imediatamente ou em no maximo 24 horas.

Antes da leitura de controles ou amostras, os tubos devem ser homogeneizados. A aquisi¢do dos
controles deve ser realizada em todos os dias em que o laboratério tiver rotina CD4/CD8 e os mesmo devem ser
analisados utilizando-se as Regras de Westgard.

As informagdes contidas nessa se¢do podem ser encontradas na bula do BD Trucount™ Absolute
Count Tubes, BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC e BD Trucount™ Control Beads.

& BD
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PRATICA 4: BD MULTISET™ E AQUISIGAO DE AMOSTRAS

Tela 1. Setup do Software BD Multiset™

Apds preencher com 0 nome ou iniciais do operador, clicar em Accept. A tela Set Up ira aparecer. Verificar as
seguintes selecbes na tela Set Up.

Data Source Automatic Saving Options
) From Data Files EData Files { Location... )
@ From Cytometer: Acquisition with Analysis Macintosh HD:BD Files:MultiSET Files:120607-

': From Cytometer: Acquisition Only ELaburatorv Report ’7L0Catl0ﬂ”. N
Macintosh HD:8D Files:MultiSET Files:120607.

Entry Level File Name Prefix

@ sample Name (0 Case Number g Physician Report { Location... )
O sample ID ) Date - DDOMMYY Macintosh HD:BD Files:MultiSET Files:120607:
- Custom # summary Report (_Location...

Q Use Date Generated File Name

|_! Add Entry Number as Prefix
Macintosh HD:BD Files:...s:120607:120607.sum

View Reports —————,
@ Until "Next” Button Pressed @ Export Document Location...
xt" Bu e
~ _ # Use Date Generated File Name
For: | 0 second v Macintosh HD:8D Files

Tela Set Up do Software BD Multiset™

Modos de aquisigao e analise dos dados:
A) From Cytometer: Acquisition with Analysis: para processar amostras e analisa-las automaticamente apés a

aquisigao.
v Clicar Accept na tela Set Up. A janela BD FACSComp™ ira aparecer.
Para calibrar o equipamento, clicar em Launch BD FACSComp™ e no final da calibragao, clicar em SET UP.

©BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 63



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8

BD FACSCalibur™

Tela 2. Test Preferences
V' Verificar se os pardmetros corretos

estdo selecionados na janela Test Prefs (todas as opgdes que dizem

respeito a rotina CD4/CD8 selecionadas).

Physicians Report Choices

#™ Report Reference Ranges

™ CD3+CD4+ %T Lymph
™ CD3+CD8+ %T Lymph

g CD3+ %Lymph
™ cD3+ Abs Cnt
™ cD3+CD4+ %Lymph
# CD3+CD4+ Abs Cnt
™ CD3+CD8+ %Lymph

# CD3+CD4+CD8+ %T Lymph # Report Percents

EQC Message for Out of Normal Range
— Laboratory Report Choices

E Report Absolute Counts

— Summary Report ID
E Sample Name
["1Sample ID
[ Case Number

Tela Test Prefs.

v Clicar em Lot IDs.

Atualizar o lote do BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC em Reagent Lot ID

|# Lot IDs
/\ Reagent Lot IDs
- Reagent Name Lot ID
CD4/CD8/CD3 00000
CD3/CD4/CD45 00000
CD3/CDE/CD45 00000
CD3/CD19/CD45 00000
CD3/CD16+56/CD45 00000
CD3/CDB/CD45/CD4 00481
CD3/CD16+56/CD45/CD19 00000

Tela Reagents no icone Lot IDs.
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v/ Atualizar as informagdes de Absolute Count Beads e adicionar os valores de lot ID e
beads/pellet presentes na etiqueta da embalagem metalica contendo BD Trucount™ Absolute Count Tubes.

|# Lot IDs

Reagents

Control
Beads

Absolute Count Bead Lot IDs

Bead Name: TruCount

Lot ID: 90919

Beads/Pellet: 52179

( Cancel

Tela Absolute Count Beads no icone Lot IDs.

v/ Atualizar as informacgdes de Control Beads: nimero de beads e o desvio padrao (SD) de cada um dos
niveis de particulas BD Trucount™ Control Beads. Estes nimeros estao descritos na caixa do BD

Trucount™ Control Beads.

|# Lot IDs

Reagents

Control Bead Lot IDs

Bead Name: TruCount Control

Tela Control Beads no icone Lot IDs.

v/ Clicar em Save

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD

s,
R Lot ID: 97194
Count Beads
Low Beads/pL: 51 sp: | 8.10
/i Medium Beads/pL: 253 sD: | 22.00
1 — —_—=
@,E",’/ High Beads/uL: 1020 sD: | 66.30
(" Cancel ) (—SWe—)
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Tela 3. Preenchendo as Informagdes Sobre as Amostras e Painéis
N Clicar em Accept para continuar na janela de amostras.

Criando os painéis da rotina

Uma vez que um painél & criado, o mesmo ficara gravado no software e ndo havera a necessidade de

cria-lo novamente.

1 Selecionar Tools > Panel Tools.
2 Selecionar BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC TruC no menu Reagent Type no lado
esquerdo da tela e selecionar CD3/CD8/CD45/CD4 TruC na lista abaixo deste menu.

|# Panel Tools |

R t Type:( MUILTEST TruC %) Panels: MultiReagentControl [ |

Reagents: |
CD3/CD164+56/CD45/CD19 TruC = ‘CDJ(CD[D,‘C[MS TruC Ctrl M |

4 Add Panel.. \ ‘CD!(CDlG-SGftD‘IS TruC Cirl H |

—_— |

(" Copy Panel |

|

|

{ Print Panels ) Reference Range Type [

{ Cancel ) e ) 4 i

" Reorder Panels \ |

3 Clicar em Add Panel e nomear o painel com nome do seu grupo. (no exemplo temos 4-color CD4 TruC)

Please enter a new panel name:

4-color CD4 TruC

4  Selecionar um reagente da lista de Reagentes, clicar em Move e em seguida clicar em OK.

< BD
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|# Panel Tools

Reagent Type: MultiTEST TruC b 3‘] Panels: = 4-color CD4 TruC H

Reagents:

CC ' ‘LD]!CDS.‘CDQ!-‘CD# TruC
CD3/CD16+56/CD45/CD19 TruC —

Add Panel _ )
(" Remove Panel
{ Print Panels Reference Range Type

Cancel ) 2 © @ ek ) [® )

Reorder Panels )

'

Fixando o Painel
1 Para fixar o painel, selecionar BD Multiset™ > Preferences > Panels. Clicar em Run Fixed Panel e selecionar

o painel que vocé criou. Mesmo quando o painel é fixo, é possivel modificar o painel para uma determinada
amostra na coluna Panel Name. Por exemplo, pode-se fixar o painel Rotina 4 cores e alterar o painel apenas para

as amostras do controle baixo, médio e alto do BD Trucount™ Control Beads.

MultiSET Preferences

Export

=

—Choose Preferences for Panels

Printing ) Run Any Panel

® Run Fixed Panel: [ rotina 4 cores Q

a

v

Events

( Cancel ) (-—ﬁn—)

Tela Panels em BD Multiset™ Preferences.

Prepacéo para a aquisicéo: Preenchendo a lista de amostras
1 Clicar no campo Sample Name e adicionar um nome para o controle. Clicar na coluna Panel Name e

selecionar o painel CD3/CD8/CD45/CD4 Control.

©BD
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2 Digitar as amostras dos pacientes: Geralmente no laboratério, o painel utilizado para o reagente CD3
/CD8/CD45/CD4 com os BD Trucount™ Absolute Count Tubes é o ROTINA 4 CORES. Mas procure o painel que vocé

criou e o selecione.

G & untitied
3 | N T
@& |4 | B[ W RSN
Sign In Set Up FACSComp | TestPrefs | Samples port
Message: Please enter the Sample information and then click the Run Tests button. Sample Name and Panel Name are required for each
< Sample Name __J Sample ID Case Number Panel Name WEC Count (x1
. e rotina 4 cores 0.0
. 2 rotina 4 cores 0.0
o 3] rotna 4 cores 100
LA rotina 4 cores 0.0
o5 rotina 4 cores 0.0
e 6 rotina 4 cores 0.0
®7 rotina 4 cores 0.0
LT L —
3] rotina 4 cores. 0.0
® i rotina 4 cores. 0.0
.o rotina 4 cores 0.0
L SH rotina 4 cores 0.0
L Bt rotina 4 cores 0.0
. _u rotina 4 cores 0.0
® 15 rotina 4 cores 0.0
e e e
LAl rotina 4 cores 0.0
LEAL) rotina 4 cores 0.0
o 19 rotina 4 cores 0.0
® 20| rotina 4 cores 0.0
O ) S T —
.z rotina 4 cores. 0.0
i Totina 4 cores. 0.0
® za rotina 4 cores 0.0
Stop
Tela Samples.
3 Ap0s digitar sua lista, salve em: File > Save as
4 Selecione o drive FACStation > pasta BD Files > BD Multiset™ files > Pasta do dia
5 Nomear o arquivo e clicar em Save.

Preparacéo para a aquisicdo: Determinando o nimero de eventos a serem coletados

1 Deve-se adquirir no minimo 2.000 eventos de linfécitos totais em um total de 20.000 eventos. Caso néo
seja adquirido 2.000 eventos de linfocitos totais apds a aquisicdo de 20.000 eventos, o software BD Multiset™
continua adquirindo até atingir o maximo de 100.000 eventos.

2 O numero total de eventos a serem adquiridos (20.000 eventos) e o nimero maximo (100.000 eventos)
estdo determinados em BD Multiset™ > Preferences > Events. Deixar selecionada a op¢cédo Acquire Until Total
Events Collected: 20.000.

©BD
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B MultiSET Preferences
@ Max Number of Events
Export
- Acquisition With Analysis D

g # Acquire Until Total Events Colhcled@
printing 8 " Acquire Until Total Time Exceeds ¥T-seconds
ﬂ - Acquisition Only
— Acquire Until:
g Total Events Collected:
[T Total Time Exceeds: BU seconds
v

( cancel ) ESaven)

Tela Events em BD Multiset™ Preferences.

Preparacéo para a aquisicdo: Configurando os laudos que serdo impressos

1 Para habilitar ou desabilitar a impressao do laudo, procurar na barra BD Multiset™ superior e clicar na
sequéncia: Preferences > Printing > Never (para desabilitar a impressao) ou After each entry (para habilitar a

impressao apos cada analise) > Save (Figura 9).

MultiSET Preferences

1 Automatic Printing Options
Expart | Laboratory Report: " After Each Entry 9‘

' E Show Attractors
Physician Report: " After Each Entry 9
Summary Report: ' Never B‘

G ™ Display Percent Results as Real Numbers

Printer Setup for Automatic Printing
A =
Events |~ (Page Setup... ) ( Print Setup... )

( Cancel )@

Configuragédo da impressora para habilitar ou ndo a impresséo dos laudos.

{
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Aquisicdo das amostras

1 Agitar as amostras para ressuspender antes de passa-las no citdmetro de fluxo.

v Verificar se os botdes RUN e HI estao selecionados no painel de controle.
v Clicar em Run Tests.

v Aguardar até que eventos cheguem completamente até o feixe de laser
v Clicar em Acquire. A fase de aquisi¢ao é iniciada.

2 Quando a aquisigdo ¢ finalizada, remover o tubo do citdbmetro. Em seguida, aparecera o Laboratory Report.
3 Avaliar os graficos e as contagens. As posicdes dos gates e populagdes celulares devem aparecer de forma

semelhante ao grafico a seguir.

CD8-PE

CO3-FITC

CD45-PerCP

Graficos apresentados no Laboratory Report.

4 Clicarem Continue e prosseguir com as aquisigdes.

5 Todos os graficos devem ser inspecionados.

6 Quando a ultima amostra for analisada, aparecera a janela do Summary Report. O laudo Summary Report
contém uma lista de todas as amostras no Schedule document. Os campos desta janela ndo podem ser
editados.

7 Apés a aquisicao da ultima amostra, clicar em Quit para sair do software BD Multiset™.

8 Realizar o procedimento de limpeza apds aquisi¢cdo para proceder o desligamento do citdbmetro de fluxo BD
FACSCalibur.

BD
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As informacgdes contidas nessa se¢do podem ser encontradas na bula do BD Trucount™ Absolute Count
Tubes e BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC e Capitulo 5: Processar amostras manualmente,

das Instrugdes de Uso.

C) Fase Pos Analitica
1. Interpretagao de resultados
1.a Amostras

Apos a leitura de cada amostra, o BD Multiset™ gera dois laudos: o Lab Report e o Physician Report.

O Lab Report é o laudo onde os graficos contendo as populagdes celulares estdo presentes. Os valores
percentuais e absolutos sdo provenientes de cada gréafico do laudo. Por isso, observar se as populagdes estédo
devidamente distribuidas nesse laudo é de extrema importancia. Além disso, o numero de eventos de linfocitos e
de beads deve atingir valores minimos:

- Linfécitos = 2000
- Beads = 500

A anadlise de consisténcia dos resultados (referéncia 9 descrita no capitulo final desse documento) também

deve ser realizada:

- Pureza do gate de linfocitos (CD45 x SSC)
- Soma de LT CD4+ e LTCD8+ = CD3 +/-10%

v Se maior que CD3 — Avaliar presenca de LTDP
v Se menor que CD3 - Avaliar presenca de LT y8

O Physician Report é laudo onde os valores percentuais e absolutos da amostra sdo mostrados em
comparagdo a um intervalo de referéncia estabelecido para a populagido norte-americana saudavel, por isso é
bem comum os resultados dos pacientes ndo se encaixarem nesse intervalo.

O BD Multiset™ e capaz de mostrar a localizagdo da mesma populagao celular em graficos diferentes, o
que permite determinar a combinagdo de marcadores daquele grupo de células, tornando possivel sua
fenotipagem. A maneira como o software faz isso € colorindo as populagbées com diferentes cores, que nada tém
a ver com as cores das fluorescéncias emitidas pelos fluorocromos. Assim, a populacio de cor verde no grafico
CD8xCD4 e exatamente a mesma populagido verde que aparece no grafico CD3xSSC, que é exatamente a
mesma populagdo verde mostrada no grafico CD3xCD8, que é exatamente a mesma populagao verde vista no

grafico CD45xSSC. O mesmo raciocinio vale para as demais cores (azul, laranja, rosa, amarelo). Veja a figura 20
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_ células NK citolisicos beads do tubo

TruCOUNT
-

linfocitos
e linfécitos
T helpere
LT DN
linfocitos
T helper

linfocitos T DN
e linfocitos B

células NK

linfocitos B,
células NK e
debris

y

linfocitos
T totais e
LT DN

linfocitos
T duplo-
positivos

linfocitos T
citotaxicos

Figura 20: Populagbes celulares — BD Multiset™.
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O objetivo do BD Multiset™ € diferenciar os linfocitos das demais células:

A Ly — Linfécitos
Mo - Mondcitos

Ba - Basofilos
My — Mieloblastos
He — Hematogonias
Ne — Neutréfilos

SCC

+ Threshold

Eo - Eosinofilos

Figura 21: Diferenciagéo dos linfocitos

a) Gates e Attractors
O software BD Multiset™ foi desenvolvido de maneira a gerar automaticamente valores de contagens
celulares através da combinagio de gates/attractors desenhados também de forma automatica pelo software. O
gate feito na populagédo de linfocitos no grafico CD45xSSC é chamado de Expert Gate e € desenhado pelo

software utilizando como base uma regido chamada de valley que existe entre linfécitos e mondcitos. Veja a figura

abaixo:
£ V. —
s ¥ A iy
E_‘ -:% B
¥
hay 8
£z o
3 g
33
£ 1 valle
" : y Tonicitos
o | 8 | |
0 W a0 om0 1000 0 W M0 %0 40 50
CD45 - FL3 Side Scatter (Gated)

Figura 22: Desenho do Expert Gate.
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Depois desse primeiro ajuste nos graficos de fluorescéncia, sdo circundandas as subpopulagdes de linfocitos,

que se auto ajustam de acordo com as variagdes populacionais encontradas entre as amostras.

Figura 23: Attractos BD Multiset™
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b) Estratégia utilizada - BD Multiset™

CD3/CD8/CD45/CD4

Bead FL1 vs FL2 (ungated)
Control Bead FL1 vs FL2 (ungated)
Lymph FL3 vs SSC (ungated)
CD3* FL1 vs SSC (gated)
CD3*CD4* FL2 vs FL4 (gated)
CD3*CD8* FL2 vs FL4 (gated)
CD3*CD4*CD8* FL2 vs FL4 (gated)
CD3- FL1 vs SSC (gated)

SSC-H
CD8-PE

T

—PerC

TD45

Figura 24: Estratégia de gate BD Multiset™.
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O BD Multiset™ gera valores celulares em nameros de eventos, valores percentais (%Lymph) e absolutos
(Abs Cnt), sendo que para esse Ultimo & necessaria a utilizagdo dos BD Trucount™ Absolute Count Tubes no

preparo darotina.

L!mpn Events I 3645
1176

LCD3+ %L:r‘néh I 69
CD3+ Abs Cnt 2174
9 27
CD3+CDB+ Abs Cnt 853
CD3+CD4+ %Lymph 39
CD3+CD4+ Abs Cnt 1232
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 1
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 38
CD45+ Abs Cnt 3165
T H/S Ratio 145

Figura 25: Contagens celulares — Lab Report — BD Multiset™.
Os valores percentuais sdo gerados com base no numero de eventos de linfocitos e de cada populagéo
de interesse. Uma vez que a populacgao foi identificada pelo aftractor, o nimero de eventos existente naquela

regido & compilado, o valor € dividido pelo nimero de eventos de linfocitos (Lymph Events) e multiplicado por 100.

% de células = Namero de eventos dentro da regifio de interesse x 100

Numero de eventos de linfocitos (Lymph Events)

Sendo assim, o valor de CD3+%Lymph corresponde a porcentagem de linfécitos T existente dentre todos
os linfocitos da amostra.

Ja os valores absolutos (células/plL) sdo gerados com o auxilio dos BD Trucount™ Absolute Count Tubes.
Isso porque para ter acesso a esse valor é necessario encontrar o volume de sangue que foi utilizado pelo
citbmetro para gerar todas as contagens absolutas. Para se descobrir o volume de sangue, o software realiza um

calculo como ilustrado abaixo:
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CD3/CD8/CD45/CD4 TruC DataSet[ 1] DataFile: LOTE BD12.01
Reagent Lot ID: 23865 Events Acquirgd. 15000  Abs Cnt Bd Lot ID:27687 Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0
File ID: 4449CAD2-8D08-456B- s Per Pellet: 49914
BD72-C8D6ED992583
Lymph Events 4504 o
Bead Events 1865 T4
CD3+ %Lymph 83.44 o -
CD3+ Abs Cnt 20m |% & -
CD3+CD8+ %Lymph 67.32 Hi|2 al T &
CD3+CD8+ Abs Cnt 1622 Hj o I ST
CD3+CD4+ %Lymph 1363 Lo (57 ’%
CD3+CD4+ Abs Cnt 329 Lo 7
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 051 L
CD3+CD4+CD8+ Abs Ct 2 | e
E CD45+ Abs Cnt 2410
T TS Hato 020 Lo EXEMPLO:
1865 X 50 = 1,86 uL DE SANGUE |
49914
4504 = 2410 CELS CD45*/ L DE SANGUE
1,86

N°BEADS CONTADAS X pL DE SANGUE(50 pL) = uL DE SANGUE
N° BEADS TOTAIS (KIT)

N° CELS T CD45* CONTADAS = N° DE CELS T CD45*/ uyL DE SANGUE
ML DE SANGUE

Figura 26: Contagens Absolutas — Lab Report — BD Multiset™.

Assim, o valor de CD4+ Abs Cnt corresponde ao numero de linfocitos T helper por microlitro de sangue
daquele paciente e assim funciona para todas as outras popula¢des celulares para as quais os valores absolutos
séo gerados (CD3+ Abs Cnt, CD3+CD8+ Abs Cnt, CD3+CD4+ Abs Cnt, CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt e CD45+ Abs
Cnt).

Dentro do quadro de valores gerados pelo BD Multiset™ & ainda possivel encontrar a relagdo entre
linfécitos T helper e linfécitos T citotoxicos, antigamente chamados de linfécitos T supressores. A representagao

dessa relagéo € T H/S ratio. A razdo H/S ou CD4/CD8 € obtida pela divisdo do numero de eventos da populagao
de

©BD
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linfécitos T helper pelo nimero de eventos da populagao de linfocitos T citotoxicos. Se a contagem absoluta ou a
contagem percentual de linfocitosT helper for dividida pelos mesmo valores de linfocitos T citotoxicos, o resultado
sera idéntico.

Ha, porém, dois fatores cruciais para que todas essas contagens sejam confidveis: o numero de eventos
de linfécitos (Lymph Events) que deve ser igual ou maior que 2000 ¢ o nimero de eventos de beads (Bead

Events) que deve ser maior ou igual a 500.

1.b Controles

A interpretacao dos resultados dos controles € muito similar & dos resultados das amostras. Assim como
para as amostras, € necessario verificar se os numeros minimos de eventos de linfocitos e de eventos de beads
foram atingidos, bem como se as populagdes celulares estio distribuidas de maneira correta nos graficos.

A diferenca é que nos graficos dos controles aparece um grupo de eventos amarelos, que representam as
beads BD Trucount™ Control Beads.

O valor de Control Bead Events indica o numero de eventos de beads BD Trucount™ Control Beads. O
BD Multiset™ divide este valor pelo volume de sangue calculado anteriormente e gera, entdo, a contagem
absoluta de beads de controle (Control Bead Abs Cnt). Na interpretacao desses dados, o que deve ser feito € a
comparacéao entre o valor de Control Bead Abs Cnt com os valores fornecidos pelo fabricante (esses valores estao
na caixa dos BD Trucount™ Control Beads), levando em consideracao seu desvio padréo (representado por SD

nos graficos e na caixa do reagente).

& BD
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Lymph Events sat8
Bead Events 1852
C Baad Events 101
CD3+ %Lymph
€D3+ Abs Cnt 2204
CD3+COB+ *Lymph 25
CD3+CDB+ Abs Ct 738
CD3+CD4+ %Lymph
CD3+CO4+ Abs Cnt 1406
CD3+C04+C0B+ %lymph 0
CD3+CO4+CDB+ Abs Cnt 8
CD45+ Abs Cnt 2995
T H'S Ratio 191
Control Bead Abs Cnt @

confira os valores

CD4-APC

Figura 27: Visualizagdo do Controle baixo (Low).

Lymph Events

Bead Events
€03+ %Lymph
CD3+ Abs Cnt
CD3+C0B+ %lymph
CD3+CDB+ Abs Cnt
CD3+CO4+ %Lymph

SEC-H-

CD3+CO4+ Abs Cmt 1414
CD3+CD4+CDB+ *slymph [
CDI+C04+CD8+ Abs Cnt 5

confira os valores

Figura 28: Visualizagao do Controle médio (Medium).

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD

& BD

79



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

.

, 4
CD45-PerCP CD3-FITC

confira os valores

Figura 29: Visualizacdo do Controle alto (High).

Como a contagem absoluta correta de cada controle &€ conhecida, um resultado fora do intervalo esperado (+
1SD) indica a reprovagéo do controle em questdo no teste, porém se a rotina devera ser descartada ou néo,
dependera de uma analise mais detalhada de cada controle utilizando as regras de Westgard. A importancia em
se realizar os controles diariamente gquando se tem rotina € que os mesmos ajudam a avaliar a pipetagem do
operador e a identificar o tipo de erro que podem estar inserido na rotina (sistematico, aleatério, etc). As
informagées contidas nessa segédo podem ser encontradas na bula do BD Trucount™ Absolute Count Tubes, BD
Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC e BD Trucount™ Control Beads.

1.c Regras de Westgard na rotina CD4/CD8

No ano de 2008 o Departamento de DST, Aids e hepatites virais iniciou a implementacdo do sistema de
avaliagdo e monitoramento da qualidade através de planilhas eletrénicas especificas para a construgdo de
graficos de Levey-Jennings e aplicagdo das regras de Westgard para interpretagbes e tomadas de agdes
corretivas quando necessarias. O programa disponibiliza no site do Ministério da Saude (http://www.aids.gov.br)
em Profissionais de saude> Central de Conteudo> Biblioteca> Planilhas. No campo de busca, digitar: cg-
facscalibur-controle-de-qualidade.os arquivos para a construgédo dos gréaficos de Levey-Jennings e as Regras de
Westgard que devem ser utilizadas da seguinte maneira:

v Preencher o Mapa de trabalho de CQ com os dados obtidos dos valores das beads dos controles baixo,
médio e alto obtidos;
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BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 80



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

v/ No arquivo em formato “Excel” — Planilha CQ BD FACSCalibur™ — do grafico de Levey-Jennings, clicar
em Nao atualizar. As trés primeiras colunas da esquerda para a direita, deverdo ser preenchidas com a
data de realizagdo, o més e o nimero do controle realizado. Nas trés colunas seguintes, nesta mesma
ordem, deveréo ser introduzidos os valores Low, Medium e High das beads, obtidos apés a passagem do
BD Trucount™ Control Beads.

v As telas do lado direito de cada grafico referentes ao BD Trucount™ Control Beads, deverdo ser
preenchidas com o niumero de lote e com os valores de média e desvio padrdo informados na caixa do

reagente.

v A medida que os valores de média e desvio padrdo sao preenchidos para cada nivel de controle, as linhas
do grafico de Levey-Jennings sdo desenhadas e a medida que os valores dos controles forem

sendodigitados, os respectivos graficos serdo construidos, momento em que deverdo ser aplicadas as

Regras de Westgard seguindo o fluxograma para a avali¢gdo da rotina de trabaho.
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1.d Fluxograma das Regras de Westgard

"Regras de Westgard" Modernas: Para uso com 3 niveis de controles Data:
Técnico:
Resultado do Resultado do Controle - Ok - Rotina liberada
Controle
T Ndo
135 Ndo 2 de 3;5 Néo Ras Néo 315 12
Um ponto  felpt  (entre rotinas) > O infervalo > 3 valores de  [ee—] 12 valores
fora de 3DP. 2 dos 3 dltimos (diferenga) entre controle consecutivos em
valores fora do dois controles CONSECUTIVOS um lado da
mesmo 2 DP dentro de uma de um lado da média.
ou mesma rotina média e além de Isso pode ser
Sim (dentro da 'rnfrnnn) supera 4DP.’ ) 1DP da média. com 1 controle
2 dos 3 dltimos Esta regra sé é Isso pode ser em 12 rotinas
valores fora do usada dentro de com um controle cohsecutivas
MESMO 2DP. uma rofir,a, ndo em 3 rotinas ou
_ entre rofinas. consecutivas com 3 controles
ou em 4 rotinas
i com 3 controles consecutivas,
em 1 rotina efc..
Sim 1
Sim
i Sim
Sim
v
Resultado do Controle - Fora - Rejeitar rotina

Nessa secéo foi utilizada a referéncia 8, descrita no capitulo final desse documento.
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1. PROPOSTA

Este documento especifica o processo de utiliza¢cdo de arquivos LJ (BD Multiset™) na rotina de quantificagdo de
linfocitos CD4/CD8, realizada pelos laboratérios que fazem parte da rede do Ministério da Saude.

2. ESCOPO

O documento fornece as instrucdes necessarias para se:

- Realizar a analise automatica dos Controles BD (BD Trucount™ Control Beads)

A E de inteira responsabilidade do laboratdrio, a interpretagéo dos resultados e a deciséo das agdes que devem
ser tomadas em relagdo aos resultados dos BD Trucount™ Control Beads. Para tanto, deve ser utilizado o
fluxograma das Regras de Westgard que estd disponivel no site do Ministério da Saude
(http://www.aids.gov.br) em Profissionais de saude> Central de Contetdo> Biblioteca> Planilhas. No
campo de busca, digitar: cq-facscalibur-controle-de-qualidade.

3.Analise dos BD Trucount™ Control Beads

Alternativamente a utilizagao da planilha atual onde os valores dos BD Trucount™ Control Beads s&o
inseridos manualmente, a analise dos BD Trucount™ Control Beads, pode ser utilizada através da utilizagédo do
arquivo LJ MSET QC que o software BD Multiset™ cria automaticamente. Nesse arquivo, estdo os resultados
dos controles (beads) que podem ser exportados para graficos de Levey-Jennings. O arquivo pode conter

resultados de 30 ou 60 controles.

BD
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No menu BD Multiset™ escolha Preferences e entao clique no icone LJ MSET Data selecionando 30 runs.
Como mostra a figura abaixo:

MultiSET Preferences

( Choose the number of runs you would like saved in an
L [/ exportfile for future impertation inte third party Levey-
Jennings applications...

O 60 runs
O None

g

g
3

L Y
Comment 3

f\ Cancel m

¢ Clique em Save.

¢ Quando vocé quiser gerar o arquivo de analise dos BD Trucount™ Control Beads, com o MutiSET
fechado, clique em FACStation > BD Files > BD Multiset™ Folder e abra o arquivo LJ MSET QC
clicando duas vezes nele.

* Automaticamente se abre uma janela onde se deve selecionar Enable Macros.

Microsoft Excel

The workbook you are opening contains macros.

Some macros may contain viruses that could be harmful to your computer.

If you are sure this workbook is from a trusted source, [ Tell Me More )
click ‘Enable Macros'. If you are not sure and want to P ————
prevent any macros from running, click 'Disable

Macros'.

(Enable Macros ) ( Do Not Open ) { Disable Macros )

¢ Pressionar Ok na janela de Disclaimer.

& BD
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¢ Na barra de ferramentas selecionar QC € Main Menu.

N

.' Excel File Edit View Insert Format Tools Data Window Helq’

e Najanela Main Menu selecionar:

v Number of Runs: 30 Runs
v Westgard Rules: deixar tudo selecionado
- - ' i Ma;:n Menu '
MultiSET Levey-Jennings Quality Control v1.0
1. Choose the number of runs in the file you'll be importing, then click the Import Data

button
Number of Runs.

importData) [ O 30|

(0 ]60 runs

2. Select the Westgard Rules to apply to the data, then click the QC Data button.

Westgard Rules. ) )
# Rule 1: One value outside 2 SD.

# Rule 2: One value outside 3 SD.

( QCDaa ) # Rule 3: Two consecutive values outside SAME 2 SD.

g Kulé 4. Iwo conseculivé values outside UFPUSIIE &
n
# Rule 5 Four consecutive values outside SAME 1 SD.

s Kule b len consecutive values on SAME side of

maan

3. View or print the reports,

(fiew Report:) (rint Report: ) (_Quit Macro )

Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
1228,

BD

&
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» Pressionar Import Data, onde se abre uma janela de localizagdo do arquivo LJ. O mesmo pode ser
encontrado no diretério:
FACStation > BD Files > BD Multiset™ Files > LJ MSET Data
¢ Uma vez aberto, aparecera uma janela de 3 passos, clicar em:
a. Next
b. Next
¢. Column Data Format: DATE, e depois Finish
2. Aparecera um aviso que o arquivo foi importado com sucesso.

The L) MSET Data file has been imported.

(S

3. Najanela Main Menu clicar em QC Data. Aparecera uma mensagem dizendo: QC Completed. Clicar em
OK.
Na sequencia clicar em View Reports.
Verificar se os dados importados estao corretamente distribuidos.
Para finalizar, guardar uma copia do Excel com os arquivos importados clicando em Save as:
a. Diretorio: Data > Programa HIV > Estatisticas > BD Trucount™ Control Beads

b. File Name: nome de escolha (ex: “QC Mar-Abr 13.xls)

©BD
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4. Interpretando o arquivo final

- Aba LJ MSET Data

LJ MSET Data ‘Low . Medum . High . Low60 . Med60 High60 . Main Menu .~

Data da Hora da Contagemmédiade Valor encontrado na aquisigdo
aquisicio aquisicdo cada controle — SD de cadacontrole de cada controle — contagem
Lotes dos i 5 i —j E] .
dos dos - informagdonacaixa Alnformat;ao na encontrada na pipetagem do
controles controles controles do reagente caixa do reagente operador

r t+ 1 1 1 1

| 'Run Date I Run Time Ilnpm Lot ID Il Mean Count (Mean Count (Mean CountlStandard Dev Standard Dev Standard De\*‘deasuled Ct Measured Ctr Measured Ctrl Bd Count (high}l
F B 909

JLaiLn .74 26T TOS0 8.3 22,7 58.8 15 227
(Fri,Jul 1,201  11:43 AM 65059 52 261 1058 83 227 68,8 68 207 996
Thu, Aug 25, 10:13 AM 84306 47 240 963 7.5 209 62,6 65 218 1033
\Thu, Aug 25, 10:40 AM 84306 47 240 963 7.5 209 62,6 52 235 869
Fri, Aug 26, 2 9:40 AM 84306 47 240 963 7.5 209 62,6 46 231 929
\Fri, Aug 26, 2 9:44 AM 84306 47 240 963 1.5 209 626 53 258 1004
Fri, Aug 26,z 11:47 AM 84306 47 240 963 75 209 62,6 44 215 951
Thu, Sep 15, 12.05 PM 84306 47 240 963 7.5 209 62,6 44 254 956
Fri, Sep 16, 2 9:31 AM 84306 47 240 963 7.5 209 62,6 40 240 878
'Fri, Sep 16, 2 9:34 AM 84306 47 240 963 T.5 209 62,6 57 282 909
\Fri, Sep 16,z  12:03 PM 84306 47 240 963 7.5 209 62,6 44 244 1008
Fri, Sep 16,2  12:07 PM 84306 47 240 963 1.5 209 62,6 162 247 1022
Wed, May 30 4:16 PM 20968 48 243 977 7.6 211 635 51 237 1026
Thu, May 31, 12:23PM 20968 43 243 977 76 211 63,5 55 252 898
Thu, May 31, 1233 PM 20968 48 243 977 7.6 211 635 63 264 887
Fri, Jun 1, 20 9:59 AM 20968 48 243 977 76 211 63,5 67 314 1488
Fri,Jun 1,20 10:02 AM 20968 48 243 977 76 211 63,5 65 364 1629
Fri,Jun 1,20 10:08 AM 20968 48 243 977 7.6 211 63,5 70 281 1483
Wed, Jul 17, 1:02 PM 59731 52 259 1048 84 25 68,1 60 274 1060
(Thu, Jul 18,2 10:12 AM 59731 52 259 1048 84 25 68,1 51 272 1085
‘Thu, Jul 18,2  10:43 AM 59731 52 259 1048 84 225 68,1 52 267 1029
Thu, Aug 8, 2 6:31 PM 59731 52 259 1048 84 225 68,1 57 274 936
Wed, Aug 14 1:05 PM 72959 51 260 1040 8.2 226 67,6 53 253 1012
Fri, Aug 16, 2 11:36 AM 72959 51 260 1040 8.2 226 67.6 52 243 1081
\Thu, Aug 29, 11:38 AM 72959 51 260 1040 82 226 67,6 63 289 1193
Fri, Aug 30, 2 9:37 AM 72959 51 260 1040 8.2 226 67,6 53 2m 1153
\Thu, Sep 5, 2 246 PM 72959 51 260 1040 8.2 226 676 45 289 117
Fri, Sep 6, 2C 8:46 AM 72959 51 260 1040 8.2 226 67.6 43 264 119
Thu, Sep 12, 221PM 72959 51 260 1040 8.2 226 67,6 44 245 1022
Fri, Sep 13, Z 9:53 AM 72959 51 260 1040 8.2 226 67,6 57 309 1067

¥
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- Aba LOW/Medium/High

| UMSET Data | Low . Medium . High . Low60 . Med60 . High60 .

Low Control

Counts L

35

30 4

FE AN -~

20 I S e T oo b .

T T T T I I e R P R
AN R T R el T 3 PUR 3
% ) o R
& W ,{\‘-‘* #F Ff @ @ & cs-‘b P P 4\;’6 gl

P AR S SR L LT & & 4

Date

™\ Regras de
Westgard
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DIAS DA SEMANA

INGLES PORTUGUES
Monday (Mon) Segunda-feira
Tuesday (Tues) Terga-feira
Wednesday (Wed) Quarta-Feira
Thursday (Thu) Quinta-feira
Friday (Fri) Sexta-feira
Saturday (Sat) Sabado
Sunday (Sun) Domingo
L) MSET Data | Low . Medum . High |Low60  Med60  High60 |

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD
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- Regras de Westgard

O software mostra os valores que quebraram as regras de Westgard.

J Low Control Westgard Rule Violations
~ Date Mean | SD | ASD _ +15D | -25D _ +2SD | -35D | +3sD| Valu|Rulel|Rule2|Rule3|Ruled|Rules
[ Fadui1,2011 | s2 ) a4 60 | 354 | 686 | 271 | 769 46
“Fri, Jul1,2011 | 82 8 a4 60 | 354 1 €88 | 274 | 769 68 .
Thu, Aug 25, 2011 47 8 a0 5¢ 32 62 | 245 1 es 65 65
Thu, Aug 25, 2011 47 8 40 55 32 62 | 245 1 €95 &
Fri, Aug 26, 2011| 47 8 0 55 32 62 | 245 | 895 I
Fri, Aug 26, 2011| 47 8 40 5¢ 32 6 | 245 | 895 &3
'Fri, Aug 26,2011| 47 8 20 3 32 62 | 245 | 695 4
Thu, Sep 15, 2011| 47 8 a0 55 32 62 | 245 7 e0s i
Fri,_Sep 16,2011 47 8 a0 55 2 62 | 245 | 695 40
Fri, Sep 16, 2011 47 8 40 55 32 62 245 69,5 57 N
| Fri, Sep 16, 2011 47 8 40 5§ 32 62 245 695 44 K
Fri, Sep 16, 2011| 47 8 40 55 32 62 | 2a5 1695 162 ||162 1 162
Wed, May 30, 2013 48 8 40 s6 | 328 | 632 | 252 | 708 51
Thu, May 31, 2013 48 8 40 s6 | 328 | 632 | 252 | 708 55
[Thu, May 31,2013 48 8 a0 s6 | 328 | 632 | 252 | 708 63
“Fri,Jun 1,2012 | 48 8 40 s6 | 328 | 632 | 252 | 708 67 67
["Fri,Jun 1,2012 | 48 8 a0 56 | 328 | 632 | 252 | 708] | es 65 &5 P
Fri_Jun 12012 | 48 8 %0 s6 | 328 | 632 | 252 | 708 70 70 70 70
Wed, Jui 17, 2013| 52 8 a4 60 | 352 |ess | 268 | 772 60
Thu, Jul 18, 2013 | 82 8 4 60 | 352 T ess | 268 | 772 51
"Thu, Jul 18, 2013 52 8 4 60 | 352 | 688 | 268 | 77.2 52
Thu, Aug 8, 2013| 52 8 4 60 || 352 | ess | 268 | 772 57
Wed, Aug 14, 2017 51 8 a3 s9 | 346 | 674 | 264 | 758 53
'Fri, Aug 16, 2013|  §1 8 o 59 | 346 1674 | 264 1 758 52
Thu, Aug 29, 2013 51 8 a 59 | 346 | 674 | 264 | 756 63
'Fri, Aug 30, 2013 51 8 3 59 | 346 | 674 | 264 | 756 )
" Thu, Sep 5,2013| 51 8 2 59 | 346 | 674 | 264 | 756 45
Fri. Sep 6, 2013 | 51 8 o s9 | 346 | 674 | 264 | 756 &
Thu, Sep 12,2013 51 8 2 59 I 346 674 | 264 | 758 44
Fri, Sep 13,2013| 51 8 2 59 | 346 | 674 | 264 | 758 57
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Média, Desvio Padrdo e CV (%)
coeficiente de variagdo, calculados
a partir das corridas do operador

!

Calculations Based on Actual Data Westgard Rules Applied PassTFail
| Rule 1: One control value outside 2 SD. Yes Fail
+ Number of Runs 30 Rule 2: One control value outside 3 SD. Yes Fail
- Mean 574 Rule 3: Two consecutive values outside SAME 2 SD. Yes Fail
« Standard Deviation 215 Rule 4: Two consecutive values outside OPPOSITE 2 SD. | Yes Pass

CV (%) 74 Rule 5: Four consecutive values outside SAME 1 SD. Yes Fail

Rule 6: Ten consecutive values on SAME side of mean. Yes Pass

Action Taken:

\ Campo para preenchimento das
acdes tomadas.
¢ v

Regras de Westgard Applicado | Pass/Fail

Regra 1: Um valor de controle fora de 2SD.

Regra 2: Um valor de controle fora do 3SD

Regra 3: Dois valores consecutivos fora do MESMO 2SD

Regra 4: Dois valores consecutivos fora do 2SD OPOSTO

Regra 5: Quatro valores consecutivos fora do MESMO 1SD

Regra 6: Dez valores consecutivos no MESMO lado da média

As informacgdes contidas nessa segcao podem ser encontradas Capitulo 2: Software BD FACStation das Instrugbes de

Uso do BD FACSCalibur™.
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EXERCICIOS

1. Sabendo que o numero do lote dos BD Trucount™ Absolute Count Tubes é 90919 e o nimero de beads

por pellet é 51724, determine os resultados abaixo (utilize uma calculadora):

1627
eventos

a8 4118
eventos 782 664 1926

eventos eventos Sisntos

Lymph Events

Bead Events

CD3+ %Lymph

CD3+ Abs Cnt

CD3+CD8+ %Lymph
CD3+CD8+ Abs Cnt
CD3+CD4+ %Lymph
CD3+CD4+ Abs Cnt
CD3+CD4+CD8+ %Lymph
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt
CD45+ Abs Cnt 200
T H/S Ratio 2589 eventos
eventos

21
eventos

1090
eventos

2. Vocé liberaria o resultado da questéo anterior? Por qué?

& BD
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3. A médica liga para o laboratorio e diz que a contagem de CD45 do paciente 35 sugere que a sua analise
esta contaminada com mondcitos. Como vocé pode garantir que esta contagem é real e que ndo ha
contaminagao de mondcitos? Qual € o caminho no software BD Multiset™ que te permite reanalisar dados

ja adquiridos?

4. O Dr. Luiz infectologista responsavel pelo paciente Paulo, diz que a contagem de CD4 tanto o valor
percentual quanto o valor absoluto do exame de Paulo ndo esta de acordo com a condigao clinica que ele
vem apresentando atualmente (carga viral alta). Dr. Luis diz que os valores de CD4 estio altos demais.
Pontue todos os argumentos que vocé utilizaria na conversa com o Dr. Luiz. Quais os pontos que vocé

verificaria no resultado?

5  Quais tipos de tubos podem ser utilizados para a coleta de sangue para a rotina CD4/CD8?

6. Apo0s a coleta, em quanto tempo o sangue deve ser preparado para a leitura no BD FACSCalibur™? E

apos preparada, em quanto tempo a amostra pode ser lida?

©BD
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7. Quais condutas devem ser tomadas quando nos deparamos com o0s seguintes tipos de amostras?

a. amostra lipémica:

b. amostra com fibrina:

c. amostra ictérica:

d. amostra hemolisada:

e. amostra com coagulos:

8. Como devemos pipetar o sangue? Por qué?

9. Quais séo as fungbes da solugao de lise? Como esta solugdo deve ser diluida para a rotina CD4/CD8
(mencione a concentracdo e o solvente)? Por quanto tempo a solugdo de lise diluida pode ser utilizada
para a rotina CD4/CD8?

©BD
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10. Devemos agitar bem os tubos dos BD Trucount™ Control Beads antes de pipeta-los ou isto é
desnecessario? Explique. Quais seriam as consequéncias de n&o agitarmos os tubos dos BD Trucount™

Control Beads antes de pipeta-los?
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11.  Olhando o grafico abaixo discuta com base nas regras de Westgard o comportamento dos controles lidos

no dia 2 e quais agdes vocé teria sobre a rotina desse dia.

Dia 2

Valores obtidos
T
i
i
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
i
|
|
|
|
|
|
|
|

LOW MEDIUM  HIGH
Tipos de controles

+3SD
+2SD
+1SD
Média
-1SD
-2SD
-3SD

& BD
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PROBLEMAS E SOLUGOES
B. Amostras e Controles

Embora a fase analitica da quantificagdo de CD4/CD8 seja a fase onde a analise automatica dos dados &
feita pelo software BD Multiset™, ela ndo esta livre problemas que sé sao identificados no momento da aquisigéo
dos dados pelo operador. Por isso, antes de comegar a leitura das amostras, & importante assegurar de que os
lotes do anticorpo monoclonal BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, dos BD Trucount™
Absolute Count Tubes e do BD Trucount™ Control Beads foram inseridos no software corretamente. Além disso, o
numero de beads por pellet do BD Trucount™ Absolute Count Tubes e a média e desvio padrdo das beads do BD
Trucount™ Control Beads também devem ser inseridos e na lista de trabalho, o painel de trabalho deve estar
correto para as amostras e controles.

Se durante a analise das amostra algum problema for observado, é necessario primeiramente identificar
se o problema esta ocorrendo em todas as amostras da rotina ou se o evento € algo particular da amostra em
questdo. Na identificagdo de qualquer uma das situagdes € sempre valido rever o protocolo de marcagédo da
amostra, os reagentes e materiais utilizados. Veja na tabela abaixo os efeitos de alguns medicamentos nos

resultados de citometria de fluxo para quantificagédo de linfécitos T CD4/CD8:

& BD
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Agente | Efeito____________|Resultado

Zidovudine (AZT) Aumenta a fragilidade de Dispersao de luz afetada
granulécitos e hemacias mais (aumenta a contaminagdodo
resistentes a lise gate de linfocitos por

granuldcitos hemacias)
Maior quantidade de “debris”

Antibiéticos (ex: cefalosporina)  Aumenta a autofluorescénciacelular  Possiveis problemas em
compensagao ou em voltagem

de PMTs

Corticoides Diminui o nivel de LTCD4+ Baixa contagem percentual e
absoluta de LTCD4+

Exercicios fisicos intensos Diminui a contagem de linfécitos Contagem baixa de todos os

totais subtipos de linfécitos

Variagao diurna Variagbes nas contagens absolutas

Imunossupressores (ex: OKT3)  Afeta a expressdo de CD3 Problemas na identificagdo dos
linfécitos T.

As informagdes contidas nessa segdo podem ser encontradas na bula do BD Trucount™ Absolute Count
Tubes, BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC e Capitulo 2: Software BD FACStation das
Instrugdes de Uso do BD FACSCalibur™.

Li .
A lipemia, frequentemente encontrada em amostras de pacientes HIV positivos, € uma das situagdes
citadas a cima. Sendo a citometria de fluxo uma metodologia que trabalha com a identificagio de células baseada
na detecgdo de fluorescéncia e dispersao de luz, a presenga de compostos lipidicos podem afetar os resultados
da técnica. Isso porque esses compostos tém influéncia nos parametros que nos fornecem resultados basedos na
dispersdo de luz, como por exemplo, os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Amostras com
lipémia intensa induzem uma perda na resolugdo dos parametros e consequentemente o que observamos é a
compressao das células no eixo de SSC (granulosidade) dificultando a separacido das populagbes celulares em
linfécitos, mondcitos e granulocitos (veja o exemplo abaixo). Nesse trecho foram utilizadas as referéncias 9 e 10,

descritas no capitulo final desse documento.
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CD3/CD8/CD45/CD4 TruC Data Set[ 1] DataFile:  1930/0801.01
Reagent Lot ID: 09483 Events Acquired: 15000  Abs Cnt Bd Lot ID: 99559 Atir Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0

File ID: 90093F66-8359-11DD-97D2 Beads Per Pellet: 51088
-00112438654C

//—\
Lymph Events 467 & L/
Bead Events 472 s
CD3+ %Lymph 0 Lo
CD3+ Abs Cnt 0Lo|3 g [ &
CD3+CD8+ %Lymph 0Lo|R a8 a
CD3+CD8+ Abs Cnt 0Lo =
CD3+CD4+ %Lymph 0 Lo
CD3+CD4+ Abs Cnt 0 Lo 5 %
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 0 = x g
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt ] ERA G
CD45+ Abs Cnt 1010
T HIS Ratio
-99999999.00 Lo
g
ar
&
RSl

CD8-PE

Para solucionar esse problema, o que se faz inicialmente, é a aquisi¢ao desse tipo de amostra em uma
vazao onde se tem a melhor resolugio da técnica, RUN/LOW, como citado acima. Na grande maioria dos casos,
essa agao é suficiente para se obter o resultado de acordo com o perfil esperado. Porém, para as amostras cujo o
grau de lipemia esta bastante elevado, a alteragdo na vazao de amostra pode nao funcionar.

A recomendacdo da BD para esses casos, é fazer a lavagem da amostra duas vezes com solugao
fisiolégica a fim de remover o plasma lipémico (ver protocolo de substituicio de volume plasmatico a seguir).
Durante o procedimento, deve-se ter muito cuidado no momento de remover o plasma, para que a camada
leucocitaria permaneca intacta. Além disso, € importante que o volume de plasma retirado seja medido para que
no final do procedimento de cada lavagem, o mesmo volume de solugao fisiolégica seja adicionado ao tubo.
Feito isso, o protocolo de marcagdo da amostra deve ser realizado de maneira convencional seguindo o protocolo
estabelecido pela BD.

Quando o procedimento acima é adotado, nossa ressalva € que no laudo médico se acrescente o
comentario dizendo que a amostra passou por um procedimento de lavagem. Esse comunicado & muito
importante uma vez que esse procedimento pode afetar as contagens absolutas. Por isso uma validagdo do
método seria ideal e é individual de cada laboratdrio. Nessa segdo foram utilizadas informagbes validadas pela
propria equipe de assessoria para mimetizar problemas que podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados
gerados no centro de treinamento da BD.
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Aglutini
As auto-aglutininas s@o anticorpos capazes de aglutinar hemacias humanas. A habilidade desses
anticorpos em destruir as hemacias encontra-se diretamente relacionada a sua capacidade em fixar complemento
durante a exposi¢do do paciente a baixas temperaturas, por exemplo, como & o caso das crioaglutininas. Uma das
consequéncias da destruigdo das hemacias pelas auto-aglutininas & a anemia hemolitica auto-imune, que pode
em sua grande maioria, ser causada por anticorpos quentes (IgG/C3) ou em uma frequéncia menor, por
anticorpos frios (ou crioanticorpos), mais comumente encontrada em pacientes idosos (idade superior a 60 anos)
ou ainda, de maneira aguda e transitéria, em adultos jovens, apds quadro infeccioso viral. Essas aglutininas
podem ser:
¢ Euglobulinas: Todas as imunoglobulinas — IgM, IgG, IgA, IgD e IgE
¢ Macroglobulinas: Globulinas do plasma de peso molecular aumentado, as mais conhecida sao:
a-2macroglobulinas e p-2macroglobulinas (IgM) — Ligagao formando IgM de cadeia pesada.
Algumas condigbes patologicas promovem o aumento dessas imunoglobulinas, que se ligam entre sim

formando imunocomplexos, que dificultam a ligagao Ag-Ac, conforme referéncias 11 e 12.

v Macroglobulinemia de Walderstron, Crioglobulinemias, etc.

©BD
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Hipergamaglobulinemia
Infec¢des hepaticas;

Tal assunto merece foco durante o treinamento de quantificagdo de CD4/CD8 devido ao fato de a
presenga dessas globulinas influenciar, de maneira negativa, os resultados gerados pela citometria de fluxo. A
presenca de auto-anticorpos no plasma pode mascarar a identificagdo dos marcadores de superficie pelo
anticorpos utilizados na metodologia, devido a formagdo dos imunocomplexos que atrapalham a ligagdo Ag/Ac..
Veja abaixo o perfil do resultado de quantificagdo de CD4/CD8 em dois casos contendo auto-aglutininas:

©BD
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Caso 1l
r
o
A
T i
3 % & 3
a g a 8
CD45-PerCP CD3-FITC CD45-PerCP CD3-FITC
Lymph Events 520 &1 Lymph Events 5875
Bead Events 340 / Bead Events 560
CD3+ %Lymph 99.81 Hi l?D3+ %Lymph 0 Lo
CD3+ Abs Cnt 1502 g CD3+ Abs Cnt 0 Lo g
CD3+CD8+ %Lymph 98.08 Hi -« CD3+CD8+ %Lymph 0 Lo 3 ¥
CD3+CD8+ Abs Cnt 1476 Hi 8 / CD3+CDB8+ Abs Cnt 0 Lo 8 e
CD3+CD4+ %Lymph 173 Lo - CD3+CD4+ %Lymph 0 Lo
CD3+CD4+ Abs Cnt 26 Lo CD3+CD4+ Abs Cnt 0 Lo
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 0.19 Y T qD3+F:DJ+qua+ %eLymph 0
Az i CDB-PE CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 0
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 3 CD45+ Abs Cnt 10575
CD45+ Abs Cnt 1505 =2 :
T H/S Ratio 0.02 Lo T H/S Ratio
5 : -99999999.00 Lo

Inicialmente o problema pode ser solucionado com a incubagédo da amostra in natura em banho-maria a
37°C por 5 a 15 minutos, para tentar descartar o fato de termos a presenga de crioaglutinas nas amostra. Porém,
em alguns casos tal procedimento nao é suficiente e se faz necessario dar inicio a um procedimento de lavagem

da amostra (clarificagao do plasma) assim como o realizado para amostra com lipemia intensa.

1. Homogeneizar suavemente a amostra colhida em tubo de EDTA 10 vezes por inversao;

2. Separar uma aliquota de 2 ml de sangue do tubo primario. E importante conservar material (tubo primario)
sem ter sido manuseado.
Centrifugar a amostra aliquotada 400g de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente (20°C a 25° C);

4. Apo6s centrifugagao retirar o plasma cuidadosamente para que a camada leucocitaria seja mantida intacta
(nesse momento & importante medir exatamente qual foi a quantidade de plasma retirado);
Substituir o volume de plasma retirado pelo mesmo volume de solugio fisiologica;
Em seguida homogeneizar suavemente e processar a amostra normalmente segundo o protocolo de
marcacao da técnica recomendada pela BD;

7. Realizar a aquisi¢do da amostra no citdmetro de fluxo, BD FACSCalibur™.

©BD
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Quando o procedimento acima & adotado, nossa ressalva € que no laudo médico se acrescente o

comentario dizendo que a amostra passou por um procedimento de lavagem. Esse comunicado é muito

importante uma vez que esse procedimento pode afetar as contagens absolutas. Por isso uma validagao do

método seria ideal e é individual de cada laboratério.

Retirar uma
aliquota de 2mL de
sangue

®

Homogeneizare
prosseguir com a
marcagdo especificada
pela BD

400x g, 3-5
minutos a 25 °C

///N}tj
CE@G/O/_ P
N

O
Can

Adicionar o mesmo
volume de solugdo
fisiologica
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_"Solugéo
fisiolégica

(— s

Plasma

Leucdcitos/plaquetas

Hemacias

*  Retirar o plasma com atengido
*  Medir o volume retirado
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Veja o perfil dos dois casos acima onde as duas amostras foram submetidas ao procedimento citado:

Casol _ Caso 2
T & g - 5 gl
© a o e @
ﬁ 8 2 . A 8
CD45-PercP CD3-FITC C045-PerCP
Lymph Events 2539 Lymph Events 2634
Bead Events 1313 BL,E Ev:nls 1860
CD3+ %Lymph 91.93 Hi CD3+ %Lymph 84 "
CD3+ Abs Cnt L CD3+ Abs Cnl 192 <
CD3+CD8+ %Lymph 74.52 Hi CORCOB: Nyweh - &
CD3+CD8+ Abs Cnt 1418 Hi 08 A G 5 €
COS+C0A+ %Lymph las8te CD3+CD4s SLymph 31 y
CD3+CDA+ Abs Cnit 255 Lo 3 e b a7
CD3+CD4+CD8+ %lymph  0.16 e d
COB-PE CD3+CD4+C08+ %Lymph 1
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 3 OB/ ODA+ODS81 Aba Ot 17
CD45+ Abs Cnt 1o CD45+ Abs Cnt 1422
T H/S Ratio 0.18 Lo T H/S Ratio 0.60 Lo

Nessa secao foram utilizadas informagdes validadas pela propria equipe de assessoria para mimetizar

problemas que podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

Auséncia d lonal
Este € um grafico tipico de uma amostra que foi preparada sem a adi¢ao do anticorpo. Verificamos

auséncia de populagdes positivas para todos os marcadores.

W,
wBD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD

104



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

CD3/CD8/CD45/CD4 TruC DataSet[ 1] DataFile: 101.01

Reagent Lot ID: 00481 Events Acquired: 12975  Abs Cnt Bd Lot ID: 90919  Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0
File ID: 685C8E02-9ABD-11DD- Beads Per Pellet: 52179

AB5F-000D9362737C

Lymph Events 342 J ,f ( 4
Bead Events 10736 ¥ £
CD3+ %Lymph 20.18 Lo ; 3

CD3+ Abs Cnt 7 Lo| % g

CD3+CD8+ %Lymph 585 Lo ﬁ @ :
CD3+CD8+ Abs Cnt 2 Lo © -&”'{!
©D3+CD4+ %Lymph 0.88 Lo -4
CD3+CD4+ Abs Cnt 0 Lo b/ '
CD3+CD4+CD8+ %Lymph  0.29 :

CD3+CD4+CD8+ AbsyCrF:t 0 EDZa-berch ED3-EIG
CD45+ Abs Cnt 33

T H/S Ratio 0.15 Lo

Nessa segdo foram utilizadas informagdes validadas pela propria equipe de assessoria para mimetizar
problemas que podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

Beads BD Trucount™ Absolute Count Tubes

Este perfil de grafico (beads “caidas” e populagdes achatadas) acontece em duas situagdes: quando o
equipamento esta com bolhas ou quando as amostras foram incubadas em ambiente claro. Para eliminarmos o
problema de bolhas, devemos tirar a amostra e colocar agua na probe de aspira¢gdo. Em seguida realiza-se alguns
ciclos de primes e deixamos o equipamento aspirar agua por 5 minutos em RUN/HI. Caso o problema persista, é

preciso verificar se o local onde as amostras s&o incubadas esta sendo iluminado. Se as amostras foram expostas
a luz durante a incubagao, € necessario prepara-las novamente.

CD3/CD8/CD45/CD4 TruC Data Set[ 1] Data File:

Reagent Lot ID: 09483 Events Acquired: 10000  Abs Cnt Bd Lot ID: 99559  Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0

File ID: DBE2B401-79F5-11DD-85D Beads Per Pellel: 51088
2-0011243880B2

Lymph Events 1704

Bead Events 2021 P
CD3+ %Lymph 60 /
CD3+ Abs Cnt 1435 | = g -
CD3+CD8+ %Lymph 3 (@ =

CD3+CD8+ Abs Cnt 935 S

CD3+CD4+ %Lymph 1 Lo

CD3+CDA4+ Abs Cnt 266 Lo
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 0 : : -
CD3+CDA+0DEs Abs Cnt 1 CO4r Rerch EDAHIC
CD45+ Abs Cnt 2376

T HIS Ratio 0.28 Lo

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD

105



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Nessa secio foram utilizadas informacgdes validadas pela prépria equipe de assessoria para mimetizar

problemas que podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

Lise d itrécit

Este grafico é representativo de amostras com lise incompleta. Isto acontece quando nao se respeita o
tempo minimo de 15 minutos de incubagdo apés a adigdo da solugdo de lise. Observamos um alongamento das

populagdes no eixo SSC do grafico CD45xSSC e um aumento na quantidade de debris, pelo excesso de
hemacias integras.

CD3/CD8/CD45/CD4 TruC Data Set[ 1] Data File:  505.01

Reagent Lot ID: 00481 Events Acquired: 18000 Abs Cnt Bd Lot ID:90919 Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0

File ID: EA4A9421-9ABD-11DD- Beads Per Pellet: 52179
ABSF-000D9362737C

Lymph Events 1358

Bead Events 350

CD3+ %Lymph 68.11 ¥

CD3+ Abs Cnt 2757 Hi| T &

CD3+CD8+ %Lymph 22.46 § @

CD3+CD8+ Abs Cnt 909 =1

CD3+CD4+ %Lymph 4485 ;

CD3+CD4+ Abs Cnt 1815 Hi i :
CD3+CD4+CD8+ %Lymph  0.96 - —
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 39 AP CO3-RILG
CD45+ Abs Cnt 4047

T H/S Ratio 2.00

CDB-PE

Este grafico é representativo de uma amostra preparada com solugéo de lise diluida em solugdo BD
FACSFlow™ (o certo & diluir a solugao de lise em agua deionizada, conforme a bula).

©BD
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CD3/CD8/CD45/CD4 TruC DataSet[ 1] DataFile:  404.01
Reagent Lot ID: 00481 Events Acquired: 18000  Abs Cnt Bd Lot ID: 90919 Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0
File ID: D62F63A9-9ABD-11DD- Beads Per Pellet: 52179

AB5F-000D9362737C
Lymph Events 121
Bead Events 126 (
CD3+ %Lymph 0.00 Lo
CD3+ Abs Cnt 0Lo|® g
CD3+CD8+ %Lymph 0.00 Lo| P @
CD3+CD8+ Abs Cnt 0 Lo <
CD3+CD4+ %Lymph 0.00 Lo
CD3+CD4+ Abs Cnt 0 Lo )
CD3+CD4+CD8+ %Lymph  0.00 s
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 0 ED%>-Rerch EIE-HIG
CD45+ Abs Cnt 1002 5
T H/S Ratio

-99999999.00 Lo

CD8-PE

Nessa sec¢do foram utilizadas informacgdes validadas pela propria equipe de assessoria para mimetizar
problemas que podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

Alt = lags lul
As populagdes CD4-CD8- e CD4-CD8+ no quarto grafico (CD8xCD4) estao deslocadas ao longo do eixo
Y. Devemos observar se este deslocamento acontece em todas as amostras ou em uma ou poucas amostras.
Quando este perfil esta presente em todas as amostras, devemos suspeitar de problemas na pressdo — que
podem ser causados por fechamento incompleto do tanque de BD FACSFlow™ (deve-se verificar se a tampa esta
bem rosqueada) ou por sujeira no equipamento (deve-se realizar uma limpeza do sistema fluidico) — ou
desalinhamento do equipamento (parar a rotina e passar as particulas BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™
APC novamente). Se o problema persistir, deve-se entrar em contato com a BD. Quando este perfil € observado

em apenas uma amostra, devemos observar se ha algum ajuste de compensacéo que pode ser feito.

& BD
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CD3/CD8/CD45/CD4 TruC Data Set[ 1] DataFile:  0101.01
Reagent Lot ID: 00481 Events Acquired: 18000  Abs Cnt Bd Lot ID:90919  Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0

File ID: 4D4A4942-7F62-11DD-9C1 Beads Per Pellet: 52179
7-000D9362737C

Lymph Events 2021

Bead Events 600 :
CD3+ %Lymph 73.87 F
CD3+ Abs Cnt 2595 Hi| ¥ g
CD3+CD8+ %Lymph 21.43 o
CD3+CD8+ Abs Cnt 753 ©
CD3+CD4+ %Lymph 53.24

CD3+CD4+ Abs Cnt 1870 Hi

CD3+CD4+CD8+ %Lymph 079 .
CD3+CD4+CD8+ Absy Cer)t 28 EDAHe(CE CDFRMC
CD45+ Abs Cnt 3513

T H/S Ratio 2.48

£D4-APC

CD8-PE

Nessa secdo foram utilizadas informagbes validadas pela propria equipe de assessoria para mimetizar
problemas que podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

Linfécitos T dupl iti linfécitos T dupl i

O grafico abaixo apresenta um excesso de células duplo positivas (LTDP) e esta foi a Unica amostra que
apresentou este perfil. Os linfécitos T CD4+CD8+ s3o células imaturas e sdo menos que 5% dos linfocitos totais.
Podem aumentar em 20% nas infec¢des causadas por HIV e EBV.

O software BD Multiset™ considera estas células dentro das contagens dos linfécitos positivos apenas
para CD4 ou CDS8. Mas, o contrario ndo acontece, nem os linfécitos T helper, nem os citotoxicos sao
contabilizados nas contagens de linfécitos T duplo positivos. Ou seja, no exemplo abaixo temos um total de
60,85% de células CD3+CD4+%Lymph, este valor se refere a soma das populagdes CD3+CD4+CD8- e
CD3+CD4+CD8+. O mesmo acontece com a populacao de linfocitos T CD8, o valor percentual é de 59,53% e se
refere a soma das populagdes CD3+CD8+CD4- e CD3+CD4+CD8+.

Para a liberagao deste resultado, & necessario fazer uma conta manual para tirar o valor de células duplo
positivas e saber qual é o valor real de linfocitos T helper e linfocitos T citotdxicos do paciente e informa-lo ao
clinico no campo de observacgao do laudo.
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Calculo manual:

CD3+CD8+ %Lymph = 59,563 — 43,16 = 16,37%
CD3+CD8+ Abs Cnt = 1060 — 768 = 292
CD3+CD4+ %Lymph = 60,85 — 43,16 = 17,69%
CD3+CD4+ Abs Cnt = 1083 — 768 = 315

Este calculo manual devera ser feito para todas as amostras que apresentarem mais que
10% de células duplo positivas. O valor liberado no SISCEL deve ser o valor encontrado no Lab Report,
porém o valor encontrado pdés a subtragdo dos valores deve estar na observagcao do laudo do SISCEL.
Fica sob a responsabilidade do clinico responsavel, a interpretacio do resultado e a analise da relevancia
clinica dos valores encontrados. Além disso, deve-se acrescentar a seguinte observagcao no resultado:
Amostra apresentando valores elevados de linfécitos T duplo positivos (CD4+CD8+): 43,16%; contagem

absoluta = 768 células/pl).

CD3/CD8/CD45/CD4 TruC Data Set[ 1] Data File:  A118027801.01
Reagent Lot ID: 09483 Events Acquired: 10000  Abs Cnt Bd Lot ID: 120054 Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0

File ID: 1226BB4A-ACD1-11DD-  Beads Per Pellet: 47561
BD43-00145116DEGE

Lymph Events 3267

Bead Events 1745

©D3+ %Lymph 79.09

CD3+ Abs Cnt 1408 | s T

CD3+CD8+ %Lymph 59.53 Hi é 2f . §

CD3+CD8+ Abs Cnt 1060 Of.-

CD3+CD4+ %Lymph 60.85 Hi A

CD3+CD4+ Abs Cnt 1083 o i

CD3+CD4+CD8+ %Lymph  43.16 L. :
gy — Abs” c::t s CD45-PerCP CD3-FITC CD3-FITC
CD45+ Abs Cnt 1780

T HIS Ratio 1.02

CD4-APC
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Em contrapartida, alguns pacientes apresentam uma pequena quantidade de Linfécitos T que ndo expressam

CD4 nem CD8, séo os chamados Linfécitos T duplo negativos ou LTy8. (LTDN). Essas células estdo em uma
frequéncia menor que 5% dos linfécitos, possuem um fenétipo CD3+, CD3+CD4-CD8- OU CD3+CD4-CD8PM ¢

sdo0 granzima B e perforina positivas, reconhecem antigenos independente de MHC, participam da resposta imune

inata e possuem localizagao privilegiada nas mucosas. E possivel observar em grande parte das amostras, que no

grafico de CD4 APC x CD8 PE existe uma populagdo vermelha localizada a esquerda no eixo de CD8 PE e para

baixo no eixo de CD4 APC, ou seja, no guadrante duplo negativo. Veja na figura abaixo.

SoL-H

LT

CD45-PerCP

§ o
CD3-FITC

Lymph Events 4687

Bead Events 2923
CD3+ ®:Lymph 93.41 Hi
CD3+ Abs Cnt 1519 :
CD3+CD8+ %sLymph 48.73 Hil |
CD3+CD8+ Abs Cnt 792
CD3+CD4+ ®cLymph 0.23 Lo
CD3+CD4+ Abs Cnt 4 Lo
CD3+CD4+CD8+ *sLymph 0.04
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 1
CD45+ Abs Cnt 1626

T H/S Ratio 0.00 Lo

€D4-APC

v Essas células ndo sdo contabilizadas como linfécitos T duplo negativos (CD4- e CD8-), mas entram na
contagem de CD3, porque sao linfécitos T. Por isso, mesmo depois de fazer o célculo dos LTDP os

valores para linfocitos T ainda ndo dao exatamente o que as contagens mostram no Lab Report.

v A presenca de linfécitos T duplo negativos na periferia pode ser de origem normal, reacional devido a

infecgdo pelo HIV e outras patologias associadas e pode ser também patoldgica.

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD
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v Entre as patologias que podem estar associadas a elevada quantidade de linfécitos T duplo negativos
estdo: Sindrome Linfoproliferatica Autoimune (ALPS), neoplasias como linfoma Ty3, leucemia aguda T

.

duplo negativo. Por isso, é extremamente importante reportar ao clinico o resultado encontrado.

Principalmente quando essas células representarem 10% ou mais dos linfécitos T.

Para encontrar o valor de LTDN na amostras exemplo na figura abaixo::

LT-LTCD4 - LTCD8 + LTDP = LTDN

Legenda: LT = LINFOCITOS TOTAIS/ LTCD4 = LINFOCITOS T HELPER (CD3+CD4+)/ LTCD8 = LINFOCITOS T
CITOTOXICOS (CD3+CD8+) /

LTDP = LINFOCITOS T DUPLO POSITIVOS/ LTDN = LINFOCITOS T DUPLO NEGATIVOS

. B /
= Para descobrir qual o percentual de LTDN dentro da populacéo de linfocitos . wl
totais (CD45+): ﬁ 7 g .
LT-LTCD4 -LTCD8 +LTDP=LTDN e
- of _ 0, 0f = 0, e . o
93,41% - 0,23% — 48,73% + 0,04% = 44,5% I ——
No exame do paciente, essas células correspondem a 44,5 % dos linfocitos totais Tymph Events 2607 -
(CD45+) \ Bead Events 2023 /
\ CD3+ *sLymph 9341 Hi [
CD3+ Abs Cnt 1519 Py
. CD3+CD8+ *sLymph L
= Para descobrir qual o percentual de LTDN dentro da populacéo de linfocitos T: \ CD3+CD8+ Abs Cnt 792 é
CD3+CD4+ ®cLymph 0.23 Lo
LTCD3-LTCD4-LTCD8 + LTDP=LTDN : \ CD34CD4+ Abs Crt 4 Lo :
Y CD3+CD4+CD8+ %slymph  0.04
Neste caso, temos que considerar a contagem absoluta de linfocitos T (CD3+) gﬁ;f’::%?:' foscnt con
como 100% e descobrir o percentual das outras populacdes: | TH/S Ratio 0.00 Lo

Se: 1519 (LTCD3) = 100%
4 (LTCD4) = 0,26% W
792 (LTCD8) = 52,13% Legenda:
1 (LTDP) = 0,06% LT = LINFOCITOS TOTAIS
LTCDS = LINFOCITOS T (CD3+)
LTCD4 = LINFOCITOS T HELPER (CD3+CD4+)

100% - 0,26% - 52,13% + 0,06% = 47.6% LTCD8 = LINFOCITOS T CITOTOXICOS (CD3+CD8+)
LTDP = LfNFO:CJTOS T DUPLO POSITIVOS
No exame do paciente, essas células correspondem a 47,6% dos linfécitos T e OO CS R REE e
(CD3+). T T

Relatar no laudo:

Presenca de células T que ndo expressam CD4 e CD8 (CD3+CD4-CD8-). No
exame do paciente, essas células correspondem a 44,5 % dos linfécifos totais
(CD45+) e 47,6% dos linfécitos T (CD3+).
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Nessa secao foi utilizada a referéncia 9 descrita no capitulo final desse documento, além de informagdes
validadas pela prépria equipe de assessoria para mimetizar problemas que podem ocorrer durante a rotina

laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

Compensacdo de amostra

O grafico abaixo, parece haver um problema de compensagao especifico para a amostra, uma vez que
isto ocorreu com apenas uma amostra dentre todas da rotina. As populagbes CD8  aparecem como se fossem
CD8* (observe a populagdo de linfécitos T helper como esta “entrando” na de T duplo-positivos), gerando,
consequentemente, contagens erréneas, principalmente de linfocitos T duplo-positivos. Vendo que, claramete, a
populacao de linfécitos T CD4+ pode ser identificada e, obviamente, ndo é duplo-positiva, como podemos chegar

a contagem mais correta?

Lymph Events 2315 / p
Bead Events 1033 : ’
CD3+ %Lymph 81.64 o o
CD3+ Abs Cnt 1802 | [ s
CD3+CDB+ %Lymph 68.08 Hi| B @ RS

7] o LA
CD3+CD8+ Abs Cnt 1503 Hi 5%
CD3+CD4+ %Lymph 2959 Lo
CD3+CD4+ Abs Cnt 653
CD3+CD4+CD8+ %Lymph  16.20
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 358 M TR0y CO3-FITC
CD45+ Abs Cnt 2207
T H/S Ratio 043 Lo

£D4-APC

P 4 ..’ -
CD8-PE
Normalmente, deveriamos aumentar a compensacao de FL2-%FL1 especificamente para a amostra que

apresentou tal performance. Porém esta agdo ndo gerou nenhuma melhora. Fica claro que o problema néo ¢é a

interferéncia de FL1 em FL2. Mas, entao, o que seria?

©BD
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Passamos a considerar a hipétese de FL3 interferir em FL2, ja que, no 2° e no 4° graficos, as populagdes
sdo todas altamanete positivas para PerCP (FL3). Assim, ao realizarmos o aumento da compensagao FL2-%FL3,
as populagbes CD8 (linfécitos T CD4*, em especial) migraram para suas regides-alvos no grafico CD8 x CD4 e as
contagens se corrigiram. Veja abaixo o resultado do ajuste correto:

SSC-H
CD8-PE

T
" oL,
b 2P
CD3-FITC

CD45-PerCP

£D4-APC

Nessa segdo foram utilizadas informagdes validadas pela prépria equipe de assessoria para mimetizar

problemas que podem ocorrer durante a rotina laboratorial. Dados gerados no centro de treinamento da BD.

©BD

113

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8

BD FACSCalibur™

Codi |

Além de observamos o perfil das populagdes nos graficos, ndo devemos nos esquecer de observar as

mensagens de controle de qualidade que aparecem embaixo dos graficos. Estas mensagens nos alertam

principalmente sobre:

* Integridade da amostra questionavel (excesso de debris presentes em amostras velhas ou hemolisadas).

¢ Contagem de beads inferior a 500 eventos.

« Contagem de linfocitos inferior a 2000 eventos

Muitas vezes observamos mensagens que nos dizem que os valores das contagens absoluta ou

percentual se encontram fora dos valores de referéncia. Esta € uma mensagem normal considerando-se que a

prépria condigdo do paciente HIV+ faz com que ele apresente alteragdes nas contagens das subpopulacbes de

linfécitos e ndo tenha um perfil semelhante a um individuo saudavel. Além do mais, o valores referenciados pelo

software sdo valores de referéncia para a populagado americana saudavel.

As tabelas abaixo contém codigos de erros que podem aparecer no Lab Report e Physician Report

juntamente com a solucao sugerida para cada um deles.

Codigo Mensagem de Erro

Solugao

1 Nio foi possivel
adquirir [x] eventos
requisitados pelo
usuario.

1

Diminua o valor Min Events to Acquire
(Nimero Minimo de Eventos a ser Adquirido)
na janela Reagent Tools (Acquisition Target
Info).

Ajuste os critérios de interrupcio de aquisicdo
em Events Preferences (Preferéncias de Eventos).
Se necessdrio, ajuste o gate da populacio alvo

ou para aquisicdo ou modo attractor na tela
Manual Gate.

Aumente o limiar se houver excesso de detritos.

2 N&o foi possivel
adquirir eventos
[de 500 esferas]
definidos por BDIS.

Em Events Preferences (Preferéncias de
Eventos) , ajuste os critérios de interrupcio
de aquisicdo para um nimero de eventos
requisitado pelo usudrio.

Inspecione visualmente. Se necessdrio,
ajuste o gate para capturar totalmente a
populacdo de esferas dentro daregido de
andlise attractor na tela Manual Gate.

Aumente o limiar se houver excesso de
detritos.
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Mensagem em inglés:

Codigo 1= Could not acquire the user requested [x number of population] events

Codigo 2= Could not acquire the BDIS preferred [500 bead] events

Possiveis probl solucses durant s

1. Sem eventos apresentados e Status = READY

CAUSA

SOLUGAO

O parametro Threshold esta ajustado muito
baixo.

Aumente o parametro Threshold.

Nivel de Threshold esta muito alto.

Diminua o parametro Threshold.

Threshold foi ajustado no parametro errado

Ajuste o parametro correto para a aplicagao.

Nao ha amostra no tubo

Adicione amostra no tubo ou cologue um novo tubo
de amostra

Amostra ndo foi homogeneizada corretamente

Homogeneize a amostra para ressuspender as
células

Tubo de inje¢do de amostra esta entupido

Remova o tubo da amostra para que ocorra o refluxo.

Se o entupimento persistir, faga uma limpeza apos
aquisicao.

Vedacgao Bal esta gasta

Substitua a Vedagéao Bal

Falha de comunicagéo entre o computador e 0
BD FACSCalibur™

Desligue o computador e o equipamento, religando
primeiro o equipamento e depois o computador.

As informagdes contidas nessa é nas proximas se¢des podem ser encontradas no Capitulo 9: Resolugéo

de problemas, das Instrugbes de Uso do BD FACSCalibur™,
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2. Se na janela Status aparecer Standby, verifique o seguinte:

CAUSA

SOLUCAO

RUN.

O botdo do controle de fluidos ndo esta em

Pressione o botdo do controle de fluidos RUN.

esta devidamente ajustado.

O tubo da amostra ndo esté instalado ou ndo

Instale o tubo da amostra no citdmetro de forma
adequada.

Tubo de amostra esta rachado.

Substitua o tubo da amostra.

A tampa do reservatorio ndo esta fechada

Feche a tampa do reservatério de tampao.

A tampa de seguranga que fica sobre o

ndo esta encaixada de forma correta

reservatério de tampao nao foi colocada ou

Verifique se a tampa de segurancga esta colocada
sobre o reservatorio de tampao e se a mesma
esta encaixada adequadamente.

A valvula da pressao esta desligada

Leve a valvula da pressao para frente para liga-la.

nao estdo conectados corretamente.

A tubulagdo do reservatorio de tampao ou filtro

Verifique os conectores das tubulagdes e se ha
rachadura no reservatério de tampao

Vedacao Bal

Substitua
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3. Alta velocidade de eventos na amostra:

CAUSA

SOLUGCAO

Ha bolhas de ar na camara de fluxo

Pressione o botao Prime para drenar e
completar a cadmara de fluxo

Bolhas de ar no filtro do tampao

Retire as bolhas de ar do filtro

Threshold muito baixo Ajuste Threshold
A velocidade do fluxo da amostra esta ajustada Ajuste a velocidade do fluxo da amostra paa
em HI MED ou LO
Baixa velocidade de eventos na amostra:
CAUSA SOLUCAO
Limiar (threshold) muito alto Ajuste o Threshold

Amostra ndo esta homogeneizada
adequadamente

Homogeneize a amostra para suspender as
células

Entupimento no tubo de injegdo da amostra

Coloque um tubo contendo hipoclorito 0,5% e
deixe correr por 20 minutos. Em seguida,
coloque um tubo com agua destilada e deixe
correr por 10 minutos.
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5. Parametros de dispersio aparecem distorcidos:

CAUSA

SOLUCAO

E necessario ajustar o Instrument Settings

Execute o procedimento de otimizagao

Ha bolhas de ar na camara de fluxo

Pressione o botdo Prime para drenar e
completar a cAmara de fluxo

Vazamento de ar no filtro de BD FACSFlow™

Retire o ar do filtro de solugdo BD FACSFlow™

Sujeira na cAmara de fluxo

Faca a limpeza do sistema fluidico.

Fuga de ar no reservatorio de BD FACSFlow™

Verifique 0s conectores no sensor de BD
FACSFlow™,

Verifique o status de voltagem da amostra, em
modo RUN e sem o tubo de ensaio . Se for
<10,2, substitua o reservatorio de fluido de
revestimento, a tampa e entdo a vedagao.

As informages contidas nessa segdo podem ser encontradas Capitulo 9: Resolugédo de problemas, das

Instrugdes de Uso do BD FACSCalibur™.
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EXERCICIOS

1. Analise os graficos abaixos e escreva qual seria a solugdo para cada problema. Mais que uma solugio é

possivel para alguns casos.
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Lymph Events 5380 / /
Bead Events 3680 {4
CD3+ %Lymph 2.08 Lo o \
CD3+ Abs Cnt 34 10| ¥ q
CD3+CD8+ “%Lymph 183 Lo| 2 2
CD3+CD8+ Abs Cnt 30 Lo ol
CD3+CD4+ %eLymph 0.22 Lo 7
CD3+CD4+ Abs Cnl 4 Lo _I'tt
CD3+CD4+CDB+ %Lymph 0.00 = .
CD3+CD44+CD8+ Abs Cnl 0 g R s el
CD45+ Abs Cnt 1651
T H/S Ralio 012 Lo 4
o |
o ‘
% \:. ]
Py N
Q. S —
i . Vg
CD8-PE
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Lymph Events 3318

Bead Events 1241

GD3+ %sLymph dd Lo 1

CD3+ Abs Cnit 120 |T -

CD3+CD8+ %Lymph 50| 3 &F

CD3+CD8+ Abs Gl 136 Lo of,

CD3+CD4+ %Lymph 42

CD3+CD4+ Abs Cnt 887

CD3+CD4+CDB+ 2%Lymph 0 e

CD3+CD4+CDB+ AbS Gl 5 i w
CDA45+ Abs Crit 2730 - —
T HS Ralio 653 Hi g

£D4-APC

& BD
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Lymph Events 5212

Bead Events 1650

CD3+ %Lymph 59

CD3+ Abs Cnt 1812 - w

CD3+CD8+ %Lymph 4 HilQ Q.

CD3+CD8+ Abs Cnt 1345 Hi| ¥ o

CD3+CD4+ %Lymph 14 Lo

CD3+CD4+ Abs Cnt 438 Rt
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 1 b i
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 18 CD45-PerCP CD3-FITC
CD45+ Abs Cnt 3086

T H/S Ratio 0.33 Lo

&7
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Lymph Events 19866 i
Bead Events 40 ( o
CD3+ %Lymph 88 Hi K—’
CD3+ Abs Cnt 441383 Hi| T gt

CD3+CD8+ %Lymph 67 Hi| 2 2

CD3+CD8+ Abs Cnt 3314 Hi S g
CD3+CD4+ %Lymph 21 Lo L e
CD3+CD4+ Abs Cnt 103144 i S Pkl
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 0 CD45-PerCP CD3-FITC
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt 907

CD45+ Abs Cnt 500623

T H/S Ratio 0.31 Lo
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CD3/CD8/CD45/CD4 TruC DataSet[ 1] DataFile:  00304.01
Reagent Lot ID: 23403 Events Acquired: 31860  Abs Cnt Bd Lot ID:27687 Atir Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0
File ID: DO8D103A-2463-11E2-9810 Beads Per Pellet: 49914

-0D0A95CC6E530
Lymph Events 7175
Bead Events 0 ’\
CD3+ %Lymph 4952 Lo A
CD3+ Abs Cnt
99999999 | o
CD3+CD8+ %Lymph 11.99 Lo
CD3+CDB8+ Abs Cnt
99999999 | o
CD3+CD4+ %Lymph 3575
CD3+CD4+ Abs Cnt il
99999999 | o
CD3+CD4+CD8+ %Lymph 053
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt
-99999999 Q
CD45+ Abs Cnt <
-99999999 =
T H/S Ratio 298 .

©BD
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CD3/CD8/CD45/CD4 TruC DataSet[ 1] DataFile: 00203.01
Reagent Lot ID: 23403 Events Acquired: 15000  Abs Cnt Bd Lot ID:27687 Attr Def File: 3/8/45/4 MLT/TruC v2.0
File ID: 7D422EB2-2463-11E2-981D Beads Per Pellet: 49914

-000A95CC6530

’
Lymph Events 9646 / /
Bead Events 3671 L. S 7
CD3+ %Lymph 75.01 : :
CD3+ Abs Cnt 1967 gk - A
CD3+CDB8+ %Lymph 3408 BF R
CD3+GCDB8+ Abs Cnt 894 Y
CD3+CD4+ %Lymph 35.80 1
CD3+CD4+ Abs Cnt 939 : : ;13
CD3+CD4+CDB+ %Lymph  0.65 R
CD3+CD4+CDB8+ Abs Cnt 17 - et L
CD45+ Abs Cnt 2622
T HIS Ratio 1.05
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EXERCICIOS PARA REVISAO DO BD MULTISET™

Para todas as questfes assinale a alternative CORRETA.

1. Nesta tela:

- Data Source

() From Data Files

- Entry Level File Name Prefix

%) From Cytometer: Acquisition with Analysis
() From Cytometer: Acquisition Only

¥ Sample 1D
() Custom

1 Add Entry Number as Prefix

- View Reports

() Sample Name () Case Number
() Date - DDMMYY

¥ Until "Next" Button Pressed

2 )

(O For: | 1 minute v

- Automatic Saving Options

E Data Files L
FACStationG5:BD Files:MultiSET Files:281008:

# Laboratory Report [ Location .. )

bt
FACStationG5:BD Files:MultiSET Files:281008:
™ Physician Report ( Location... )

FACStationG5:BD Files:MultiSET Files:281008:

[ Location... )

E Summary Report | )

E Use Date Generated File Name
FACStationG5:BD Files:. s 281008:2B1008.sum

™ Export Document [ Location. .. )

—

E Use Date Generated File Name
FACStationG5:BD Files:.. e5:281008:281008.exp

[ Location... |

a) Preciso deixar assinalado From Data Files em Data Source para adquirir as amostras.

b) Se eu deixar assinalado “Until next button pressed”, assim, s6 passarei para a proxima amostra quando clicar

em NEXT.

c) Nao preciso selecionar Export Document para que o documento de exportagao seja criado.
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2. Nesta tela:

a) preciso inserir os numeros de lote das beads do BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC

b) posso verificar a ultima vez que o BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC foi passado, mas n&o vejo o
dia e a hora e nem se os paradmetros foram aprovados

¢) posso iniciar o BD FACSComp™ para passar o BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC.

BD
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3. Nas telas abaixo:

|# Lot IDs

Reagent Lot IDs

Reagent Name Lot ID
Reagents CD4/CD8/CD3 00000
CD3/CD4/CD45 00000
CD3/CD8/CD45 00000
CD3/CD19/CD45 00000
Count Beads CD3/CD16+56/CD45 00000
CD3/CD8/CD45/CD4 00481
CD3/CD16+56/CD45/CD19 00000
Control
Beads

( cancel ) Esave)
|# Lot IDs
Control Bead Lot IDs
EER
Reagents
Bead Name: TruCount Control

Lot ID: (97194
Low Beads/pL: 51 SD: 8.10
Medium Beads/pL: 253 SD: | 22.00
ot High Beads/pL: 1020 sD: | 66.30
( Cancel ) (E=Saven)
|# Lot IDs

Absolute Count Bead Lot IDs

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD

Reagents
Bead Name: TruCount
Lot ID: 90919
Beads/Pellet: 52179
Control
Beads
( Cancel ) EomSavess)
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a) Em Lot IDs sao inseridas informagdes sobre os lotes do BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4
APC CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, dos BD Trucount™
Absolute Count Tubes e das beads do BD Trucount™ Control Beads

b) Quando insiro o lote do BD Trucount™ Control Beads, a contagem média de beads e os desvios padrao sdo
preenchidos automaticamente

¢) So preciso informar o lote dos BD Trucount™ Absolute Count Tubes e n&o é necessario inserir a contagem de
beads

4, Na tela abaixo:

®ene [# untitled
A i . (&) [ &) [ 5 ﬂ
A& | & Li P[4 [ [ ] [
sign In SetUp | FACSComp | TestPrefs | Samples | Acquisition | Analysis | LabReport | Phys Report | Summany

Message: Please enter the Sample information and then click the Run Tests button. Sample Name and Panel Name are required for each

Sample Name Sample ID Case Number Panel Name | WBC Count (x1
1 rotina 4 cores :0.0 ]
2 rotina 4 cores 0.0
3 rotina 4 cores 0.0
4 rotina 4 cores 0.0
H rotina 4 cores 0.0
6 rotina 4 cores 0.0 N
7 rotina 4 cores L]
8 rotina 4 cores 0
) rotina 4 cores ]

10 rotina 4 cores

.
L]
L]
L
[ ]
L ]
L
L]
L]
L
e rotina 4 cores
® iz rotina 4 cores
® 4 rotina 4 cores
®!lis rotina 4 cores.
LARL rotina 4 cores
® 17 rotina 4 cores
e rotina 4 cores
® 9 rotina 4 cores
® 20 rotina 4 cores
e 2 rotina 4 cores
® iz rotina 4 cores
ez rotina 4 cores
® 24 rotina 4 cores
= i
( Stop ) ( Add Samples Ru

a) Nao é necessario modificar o painel quando vou passar os controles.

b) Apds inserir os pacientes devo salvar a lista de amostras clicando em File > Save as. O nome do arquivo sera o
dia em questdo com a terminacdo “.sch” e o ideal é salva-la em uma pasta padrao, de preferéncia em FACStation-
BD Files- BD Multiset™ Files- Pasta do dia

\l
P
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c) Posso inserir até 110 pacientes por lista. Caso o nimero de pacientes exceda posso criar uma nova lista sava-
la com um nome diferente do da anterior.

5. Sobre as populagdes celulares:

S5C-H
COiz-FE
S5C-H

Z':
- + — e # W =
o 1
=+
& o
3 o2
- —pill 2 -

: \CD3 FITC;

a) A populacdo em rosa representa os debris.
b) O gate no grafico CD45xSSC é para linfocitos T.
c) No grafico CD3xCD8 a populagao que se encontra no canto superior esquerdo & positiva para CD8 e negativa

para CD3 sendo denominada células NK.

BD
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6. Tenho as seguintes selegbes na opgao Printing em BD Multiset™ preferences. Qual ou quais laudos

serdo impressos durante a rotina neste caso?

MultiSET Preferences

Automatic Printing Options

Laboratory Report: iAfter Each Entry m

= |

. : # Show Attractors

rrng | Physician Report: | After Each Entry 14
Summary Report: | Never =)

panets B Display Percent Results as Real Numbers

Printer Setup for Automatic Printing

Events : Page Setup...
(_ Cancel ) (Esavess)
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7. Durante a aquisigdo de uma amostra verificou-se que foram adquiridos 1800 eventos de linfocitos. As

telas acima permitem algumas agdes para tentar adquirir no minimo 2000 eventos. Quais sdo as agdes

que elas permitem?

MultiSET Preferences

D Max Number of Events 20000
Export
Acquisition With Analysis
g [ Acquire Until Total Events Collected: | 15000

Printing | Acquire Until Total Time Exceeds 180 seconds

Acquisition Only
Acquire Until:
E Total Events Collected 15000

i __| Total Time Exceeds 180 seconds

Cancel ( Save )

0O ™ Threshold

Value:  Param: Param:
s2f 7 FscH BD Trucount
= ; beads
s2f8] ()sscH () sscH i
sl o b
52'% FL1-H JFLI-H
s2ffl Oren (Or2H
|
s2f8l ) FL4-H lymphocytes

4 -

@None
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BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 131



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

8. Em qual diretorio esta localizado o arquivo de exportagdo do resultados?
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SEGURANGA E SAUDE NO LABORATORIO

Todos os funcionarios do laboratério que frequentam a area técnica devem ser instruidos quanto ao uso
de equipamentos/vestimentas de protegéo abaixo:
v Luvas
v Oculos ou méascara de protegéo

v Jaleco/avental de manga longa

Precaucdes Universais

- Apds a manipulagao de material contaminado, remova as luvas e lave bem as m&os com agua e sab&o.

- Realize a desinfecgao da parte externa do equipamento e seus acessorios com hipoclorito 0,5%.

- Para prevenir a exposigdo a agentes bioldgicos perigosos, aplique agua sanitaria (10% do volume total) no
contelido do recipiente de residuos antes do descarte.

- E proibido fumar, comer, beber, manipular lentes de contato e pipetar qualquer material com a boca nas
dependéncias da area técnica do laboratério.

- O reencape e/ou desconexao de agulhas & proibido. Todo o material pérfuro-cortante deve ser descartado em

recipiente adequado e devidamente identificado.

Descarte de Material Contaminado

- O descarte de todo e qualquer material contaminado deve ser realizado em recipientes adequados e
devidamente identificados com o simbolo de Risco Bioldgico.

- Tais recipientes devem se localizar a uma altura que permita a visualizagéo da abertura.

& BD
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Rotulagem Preventiva

Simbolo  Significado

A CUIDADO préticas em desacordo com as normas de seguranca podem acarretar danos ao
material, perda de dados e lesdes leves ou graves ao operador

A Risco Elétrico

[  Radiagio Laser

& Risco Biologico

O tanque de esgoto oferece risco de exposi¢ao a doengas transmissiveis como AIDS, Hepatites B e C,

entre outras. Por isso o mesmo deve ser rotulado:

Também & preciso evitar a exposi¢ao ao feixe de luz do laser devido a radiagdo emitida pelo mesmo.

Mantenha as portas opticas dos equipamentos devidamente fechadas, evitando vazamento de radiagao.

DANGER LASER BADMTION WHEN OPEN
AVOID DFECT ELPOSURE TO e,

Risco Quimico
Os reagentes, controles e demais solugdes utilizadas no preparo de amostras podem conter
substancias toxicas. Deve-se utilizar os EPIs ao manipula-los. Em caso de contato com mucosas, enxague
abundantemente com agua e procure, imediatamente, auxilio médico levando consigo o rétulo do produto.
As informagbes contidas nessa segdo podem ser encontradas Manual de seguranga e Limitagbes do

equipamento.

©BD
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CALIBRACAQ

1. Equipamentos

v Citdbmetro de fluxo BD FACSCalibur
v Vortex

2. Materiais

v BD Calibrite™ 3 Beads

v BD Calibrite™ APC
v BD FACSFlow™
3. Procedimento

Realizar os procedimentos de controle de qualidade do equipamento todos os dias em que a rotina for
realizada. Este procedimento deve ser parte das recomendagdes do fabricante ou deve ser especificado pelo

laboratério para estabelecer critérios Pass/Fail que verificam o desempenho do equipamento.

3.1. Preparacédo das particulas BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC

a) Marcar um tubo 12 x 75 mm como tubo A e outro como tubo B.

b) Passar o frasco de particulas BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC no vortex para ressuspendé-las.
Adicionar 1 ml de solugdo BD FACSFlow™ no tubo A e 3 ml no tubo B.

c) Utilizar a Tabela 1 para preparar os tubos Ae B

Tabela 1

Tipo de Ensaio Tubo A Tubo B
Particulas ndo marcadas e Particulas ndo marcadas,
APC FITC, PE, PerCP e APC

Four-color Lyse/No-Wash

d) Adicionar uma gota de cada frasco de particulas BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC
com base na informagéo de cada coluna. Tampar os tubos e misturar por inversado delicada ou

passar no vortex em baixa velocidade.

3.2. Entrar no Software BD FACSComp™
a. Selecionar o icone BD FACSComp™ na barra inferior da area de trabalho.

b. Adicionar o nome ou iniciais do operador na tela Sign In (Figura 1).

& BD
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" FACSComp

AEINE

PMT Comp HLA-827 |

Message: Welcome to FACSComp Software. Please sign i

Operator: Administrator

Institution: BD

Lab Director: CD3
Cytometer Serial Number: E975006432
Cytometer Model: FACSCalibur

Figura 1: Tela Sign In do Software BD FACSComp™.

Clicar em Accept.

Clicar na opgado Lyse/No-Wash (LNW) em Assay Selection. Verificar se as outras opg¢des nao estéo
selecionadas. Acrescentar o lote de identificagdo de cada particula BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™
APC. O lote de identificagao das particulas, consistindo de cinco numeros e uma letra, encontra-se na etiqueta
colante do kit BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC (etiqueta laranja para os valores de FITC, PE,
unlabeled e PerCP e etiqueta azul para os valores de APC). Nao adicionar espago entre os numeros e a letra.
Digitar a letra em maiusculo (Figura 2).

BD
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_ FACSComp

@A Lo |V

Sign In SetUp

Ut

4 _|optimization

Message: Please enter set up information.

Assay Selection CallBRITE Bead Lot IDs
T Lyse/Wash (LW)

AP
)

FITC Lot ID: 04142

> 24 hrs old

PE Lot ID: 019821

_| LW PerCP-Cy5.5

@ Not found

APC Lot ID: 06597K
— LNW PerCP-Cy5.5

Not found

[H] A-B27.Call

__ HLA-B27 Calib

EBR Mot found

Unlabeled Lot ID: 028291

PerCP Lot ID: 04004M

|

v

v LW

Automatic Saving Options

# Lyse/No-Wash Summary Report
FACStationGS.BD FlesFACSComp =

¥ LNW P

v H

A-B

Location.. )

 LWsum

Lyse/No-Wash FL3 Threshold Settings

PerCP: 300

>

Figura 2: Tela Set Up do Software BD FACSComp™
3.3. Ajuste dos tubos fotomultiplicadores (PMTSs)

a. Homogeneizar delicadamente o tubo A e coloca-lo no citdmetro.

Ajustar a vaz&o do fluxo em HI e apertar o botdo RUN no citémetro.

b
c. Clicar em Run no menu do software e em seguida clicar em Start para iniciar a aquisi¢ao dos eventos.
d

Se necessario, o software ird informar que necessita de ajustes manuais, quando a taxa de eventos é

menor que 400 eventos/seg ou quando o ajuste automatico dos PMTs demorar mais que 75 segundos.

Para ativar o modo manual, clicar no botdo Manual na parte inferior da tela. A janela de valores alvos

(target values) aparecera. Utilizar a janela Detectors/Amps para ajustar os PMTs em + 2 canais dos

valores de referéncia para a fluorescéncia do PMT. Para SSC, ajustar o PMT em + 5 canais dos valores

alvos de compensagdo. O marcador de checagem ndo aparecera durante o ajuste manual do PMT

(Figura 3).
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206 " Lyse/No-Wash FACSComp.

EIEl

s T’?G‘\ .

—
!J ‘ ! 0 ) O Detectors/Amps

Baram  Detector  Waltage

Message: Use the Detectors/Amps floater to adjust the PMT Voltages manually. Click the default button L Fsc (€00 B8
when you are done adjusting the PMT Veltages to go on to the next step. = e

) o oeer 8

P4 nz  sos [

[ a3 so @

Event Rate: 675

Beads Detected
Unlabeled
APC P7 FL4 628

=

Target Values
ssC: 231
FLL: 44
FL2: 22
FL3: 27
FL4: 206

FL1: 48 FL2: 24 FL3: 29 FL4: 207 S5C: 235 FSC: 180

| Stop Run ) ( Initial PMT ) | Ma Ipe ver Mi @l

Figura 3: Ajuste dos tubos fotomultiplicadores (PMTs) utilizando o tubo A (particulas ndo marcadas e particula

APC). Observar o aparecimento da janela Target Values quando o botido Manual & clicado.

3.4. Calibracdo do Time Delay
a. Se as particulas APC sao detectadas, o software BD FACSComp™ ira realizar automaticamente a

verificacdo do time delay. Se a verificagdo é bem sucedida, a janela de compensagao aparecera. Se a
verificagdo nao € bem sucedida, vocé tera 5 segundos para decidir como proceder. Vocé podera escolher

tentar novamente o time delay, repetir o ajuste inicial do PMT ou continuar a compensacao.

Performing Time Delay Calibration Mensagem indicando a realizagado do Time Delay

Time Delay Calibration was successfu Mensagem indicando que o Time Delay foi realizado com sucesso

\l/
€
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3.5. Ajuste da Compensacéo

Remover o tubo A do citdmetro

a
b. Homogeneizar delicadamente o tubo B e coloca-lo no citbmetro.

e

Clicar em Start para iniciar o ajuste da compensacao.

d. O software BD FACSComp™ ajusta os valores de compensagéo apropriados até que a diferenga média

alvo seja alcangada. Quando a compensagdo esta ajustada, os marcadores de checagem aparecem e

surgira a mensagem Compensation Set Succesfully (Figura 4). O software espera 5 segundos,

permitindo a interrupg¢éo antes que automaticamente aparecga a tela de teste da sensibilidade.

Figura 4: Ajuste da compensacgao.

FLZ-H

e. Se necessario, o software ira informar que necessita de ajustes manuais. Para ativar o modo manual,

clicar o botdo Manual na parte inferior da janela. A caixa de dialogo Target Values aparecera. Utilizar a

janela de compensacao para ajustar a compensag¢do manualmente (Figura 5). As diferengas médias sao

mostradas embaixo dos gréficos. Estes valores devem ser menores que + 2 canais em relagdo aos

valores alvos.
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mO6 _ Lyse/No-Wash FACSComp

HEE - MR

Comp.

Message: Make sure the event rate is above 400. Check the cytometer fluidics and bead concentration.
Otherwise run in manual mode

Event Rate: 2007 4-Color Lyse/No-Wash (3] ) Compensation

FLI - $lwr2
FL2 - 2% FLY
f2- GOLE]
FL3- slwrL2

¥ 5

g = FL3 - 1.6/3'9% FL4
FL4 - ST E

1

Target Values:

FLI-H FL3-H FL3-H FL1-FL2 Mean Diff: -14
v FL1-FL2 Mean Diff: -14 v FL3-FL2 Mean Diff: 60 v (FL3-%FL4) APC FL3 Mean: 38  FL2-FL1 Mean Diff: 16
v FL2-FL1 Mean Diff: 16 (FL4-%FL3) PerCP FL4 Mean: 49  FL2-FL3 Mean Diff: 0
FL3-FL2 Mean Diff: 59
(FL3-%FL4) APC 36
(FL4-%FL3) FL4 a1

I-_smp Run ) (" Initial Comp ) (EManual) e T |
Figura 5: Tela de ajuste manual dos valores de compensacgao no software BD FACSComp™.

3.6. Teste de Sensibilidade

a. Apos a compensagio ser ajustada de forma bem sucedida, aparecera a tela de Teste de Sensibilidade.

b. Deixar o tubo B no citbmetro enquanto o teste de sensibilidade é realizado. O teste de sensibilidade
consiste em trés diferentes testes: o teste de sensibilidade das fluorescéncias (Figura 6), o teste de
sensibilidade do detector side scatter (Figura 7) e o teste de sensibilidade do detector forward scatter

(Figura 8).
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Message: Acquiring data for the fluorescence sensitivity test.

Event Rate: 1773 Events Acquired 8145 Events to Acquire: 10000

4-Color Lyse/No-Wash

Figura 6: Tela do teste de sensibilidade das fluorescéncias.

Message: Acquiring data for the side scatter sensitivity test.

Sens ‘

Event Rate: 2479 Events Acquired 8050 Events to Acquire 10000

4-Color Lyse/No-Wash

Figura 7: Tela de teste de sensibilidade do detector side scatter.
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‘ i | s

Sens

Message: Acquiring data for the forward scatter sensitivity test

Event Rate: 1890 Events Acquired 3863 Events to Acquire. 10000

4-Color Lyse/No-Wash

Figura 8: Tela do teste de sensibilidade do detector forward scatter.

Remover o tubo com particulas BD Calibrite™ 3 Beads e BD Calibrite™ APC e colocar um tubo com agua
destilada no citbmetro e selecionar

Standby no painel de controle do citdmetro.

3.7. BD FACSComp™ Report

A

Apos o término do teste de sensibilidade, aparecera a tela do Summary Report (Figura 9). Na

tela Summary, o BD FACSComp™ mostra o relatério dos valores dos detectores, da compensacao e do resultado

do teste de sensibilidade. Certificar-se que todos os parametros passaram. Caso algum deles tenha falhado (no

resultado aparecera Fail) repetir todos os passos ou ligar para a BD. O laudo final da calibragido deve se encaixar

nas condi¢gdes mostradas abaixo:

v

v
v
v

Todos os parametros (FSC, SSC, FL1, FL2, FL3 e FL4) devem passar no teste de sensibilidade (Pass);
A poténcia do laser azul(blue laser power) DEVE ser igual a 14,5 40,5 mWatts;
Os valores de compensacdo DEVEM ser menores que 50%;

O resultado da calibracido do Time Delay deve ser Pass (“Time Delay calibration passed”).

Se todos os pontos do FACSComp Report estiverem de acordo com as recomendacdes acima, Clicar

em Set Up e, posteriormente, em Quit para sair do software BD FACSComp™.
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Institution: Laboratorio Centro Treinamento

4-Color Lyse/No-Wash FACSComp Repon

Director: BD

Date: Mon, Feb 11, 2003 8:00 AM

Software: FACSComp 5.2

Operator: B&D Cytometer: FACSCalibur E97500132
Parameter High Low Separation Minimum Result Lot ID
FSC 178 L] 174 100 Pass 970301
88C 245 0 245 210 Pass 970301
FL1 178 44 134 108 Pass 96973M
FL2 172 17 155 135 Pass 99307H
FL3 193 25 168 143 Pass 97112k
FL4 204 155 49 46 Pass 66410L
Parameter Detector Amplifier  Threshold Blue Laser Current 5.90 Amps
FSC E0O 2.00 Blue Laser Power 15.00 mWarts
S5C 394 1.00 |
FL1 594 Log
EL2 544 Log corrente e
Voltagem EL3 700 Log 300 poténcia do laser
dos PMTs FL4 819 Log
Compensation FL1-%8FL2 FL2-%FL1 FL2-%FL3 FL3-%FL2 FL3-%FL4 FL4-%FL3

™~

16 12,6 0.0 142 15 497
b v 7 g
8 73
2 3 £p3 2§
2 1 a2 n ] = -
3 7 LRCE 883
2] 23
0 50 100150 200 250 0 S50 100150 200 250 0 50 100 150 200 250
FSC-H FL1-H FL3-H
o
AR 24
- = 8
3 3 o 3
» E » j » g_‘
g4 T 3 L
§ § 3 383
i n\ 8
o = . o4

AL RAA)eaaninanissaen
0 50 100 150 200 250
SSC-H

FLZ-H

TP
0 50 100 150 200 250

TR
0 50 100150 200 250
FLd-H

Comments: Time Delay Calibration passed.

Figura 9: BD FACSComp™ Report.
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PREPARO DE AMOSTRAS E CONTROLES

1.Equipamento

v Pipetas e ponteiras para pipetar volumes de 20 pL, 50 pL e 450 L.
v Vortex
2.Materiais

v/ Sangue total periférico

v Solugdo de lise (BD FACS™ Lysing Solution solution) - Diluir a solugdo 10X concentrada 1:10 com agua
deionizada e armazenar a temperatura ambiente (20°C a 25°C). A solugao preparada ¢ estavel por 1
semana quando armazenada em frasco de vidro ou polietileno de alta densidade

v Material de Biosseguranga: luvas, 6culos de protecao, jaleco de manga longa e recipiente para descarte
de material contaminado

v Reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC
v/ BD Trucount™ Absolute Count Tubes

v Reagente BD Trucount™ Control Beads
3.Procedimento (Amostras)

a. Identificar os BD Trucount™ Absolute Count Tubes com o niumero de identificagdo da amostra.

A Verificar se o pellet de particulas BD Trucount™ Absolute Count Tubes esta intacto e se esta sob a
grade de metal no fundo do tubo antes de utilizad-lo. Caso o tubo apresente algum tipo de problema,
descarta-lo e utilizar outro.

b. Pipetar 20 pL do reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC utilizando a pipeta
P20 e uma ponteira de 20-200 ul sem filtro. Dispensar o volume na lateral do tubo um pouco antes do
retentor metalico, sem tocar o pellet de esferas. Trocar a ponteira quando ocorrer bolhas ou encostar nas
particulas (beads) no fundo do tubo (resultados praticos demonstraram que a ponteira é trocada em
média a cada 5 pipetagens). Observar atentamente a ocorréncia de bolha ou se o volume aspirado esta
incorreto, dispensar o reagente imediatamente acima da grade de metal. Ndo encostar no pellet de

particulas Trucount.

& BD
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c. A pipetagem do volume preciso de sangue total & critica. Utilizar a técnica de pipetagem reversa, que
consiste em pressionar o botéo até o segundo estagio. Quando o botao € liberado, ocorrera a aspiragao
de um excesso de amostra na ponteira. Um volume preciso de amostra & expelido pressionando-se o
botdo até o primeiro estagio, deixando o excesso da amostra na ponteira. A pipetagem devera ser feita
utilizando a pipeta P200 e uma ponteira de 20-200 pl com filtro; descartar a ponteira a cada pipetagem.

Dispensar 50 pL de sangue total homogeneizado imediatamente acima da grade de metal.

A

porg¢ao nao sera marcada com o reagente.

Evitar respingar sangue na parede do tubo. Se o sangue permanecer na parede do tubo, esta

d. Tampar o tubo e colocar no vértex em baixa velocidade para homogeneizar a amostra.

e. Incubar por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente (20°- 25°C).

f.  Adicionar ao tubo 450 pL de solugéo de lise diluida 1:10 em agua destilada. A pipetagem devera ser feita
com a pipeta de repeticdo e uma seringa de 12,5mL (utilizar um aeringa por dia de rotina). Tampar o tubo
e colocar no voértex em baixa velocidade para homogeneizar a amostra.

g. Incubar por 15 minutos no escuro a temperatura ambiente (20°C-25°C). A amostra agora esta pronta para

A

processado em até 48 horas apds a coleta. Apos processamento, as amostras devem ser analisadas no

ser analisada no citbmetro de fluxo.

O sangue ndo coagulado deve ser armazenado a temperatura ambiente (20°- 25°C) e deve ser
citdbmetro em até 24 horas apdés o preparo, desde que armazenadas em temperatura ambiente e no escuro.

NAO ESQUECER!!! As incubagdes devem ocorrer no escuro e a temperatura ambiente.

& BD
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3.1. Procedimento (Controles)

Os controles s&do preparados em trés tubos identificados como baixo, médio e alto e devem ser adquiridos
antes das amostras. Pode ser utilizada para o preparo dos controles amostra de um doador hematologicamente
normal.

A primeira etapa do preparo é feita da mesma forma que as amostras. A segunda etapa acontece apoés a
incubagéo de 15 minutos com a solugdo de lise, quando devemos adicionar 50 uL (por pipetagem reversa) de
particulas controle LOW no tubo identificado como BAIXO, 50 pL de particulas controle MEDIUM no MEDIO e 50
pL de particulas HIGH no ALTO.

Agitar as amostras completamente para ressuspender as particulas e reduzir a agregacéo celular antes de

passa-las no citdmetro de fluxo.

A O rétulo da caixa de particulas controle contém faixas de valores esperados (Valor + S.D.) para os
controles ALTO, MEDIO e BAIXO. Essas faixas de valores variam de lote para lote. Se os valores obtidos
estao fora da faixa esperada, suspeitar de imprecisdao na pipetagem, erros no procedimento ou problemas

com os BD Trucount™ Absolute Count Tubes.

& BD
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Leitura do Controle Baixo

Lymph Events
Bead

Control Bead Events
CD3+ %Lymph

Control Bead Abs Cnt

5318

Confira os valores

CDA5-PerCP CD3-FITC

Leitura do Controle Médio

Lymph Events
ad Events

ol Bead Events

sLymph

.
Y,

Confira os valores

5 |

ED4-PerCP CD3-FITC
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Leitura do Controle Alto

Lymph Events 3145
Beaa Events 1065
Control Bead Events 1023
CD3+ “eLymph 72
CD3+ Abs Cnt 222
CD3+CD8+ %Lymph 23
CD3+CD8+ Abs Cmt 694
CD3+CD4+ %lymph a8
CD3+CD4+ Abs Cnt 1470 3 ~
CD3+C04+CDB+ SeLymph o CD45-PerCP CD3-FITC
CD3+CD4+CDB+ Abs Cnt 10
CD45+ Abs Cnt 3080 .
T H'S Ratio Confira os valores
Control Bead Abs Cnt 1002
=t

1. Setup do Software BD Multiset™

1.1. Preencher com o nome ou iniciais do operador.

1.2. Clicar em Accept. A tela Set Up ira aparecer.

™

1.3. Verificar as seguintes selegdes na tela Set Up (Figura 1).

Data Source

-_ From Data Files

@ From Cytometer: Acquisition with Analysis
) From Cytometer: Acquisition Only

Entry Level File Name Prefix

@ sample Name ) Case Number
) sample ID ) Date - DDMMYY
-_ Custom

1 Add Entry Number as Prefix

View Reports
® Until "Next" Button Pressed
) For .

Automatic Saving Options

# Data Files [ Location... ) |

Macintosh HD:BD Files MultiSET Files 120607

’gtaboramry Report { Location... ) |

Macintosh HD:8D Files:MultiSET Files: 120607

# Physician Report " Location... ) |

Macintosh HD:BD Files:MultiSET Files:120607

@ Summary Report ‘Location ...

# Use Date Generated File Name

Macintosh HD:BD Files:. s:120607:120607 sum |

™ Export Document  Location...

E Use Date Generated File Name
Macintosh HD:BD Files:

Figura 1: Tela Set Up do Software BD Multiset™
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Modos de aquisigédo e analise dos dados:

From Data Files: para analisar amostras adquiridas anteriormente ou caso queira reanalisar alguma amostra.
From Cytometer: Acquisition with Analysis: para processar amostras e analisa-las automaticamente apds a
aquisigao.

From Cytometer: Acquisition Only: para processar amostras e analisa-las posteriormente.

1.4. Clicar no botao Accept na tela Set Up. A janela BD FACSComp™ ir4 aparecer.

1.5. Ciclar em Launch BD FACSComp™. Selecionar Skip BD FACSComp™ faz com que o software va para a
préxima tela.

2. Test Preferences

2.1. A janela Test Prefs aparecera apés o término do BD FACSComp™ (Figura 2).
2.2. Verificar se os parametros corretos estao selecionados na janela Test Prefs ou deixar os pardmetros pré-

determinados (todas as opgfes selecionadas).

Physicians Report Choices ] Repitielerenie finges
[5_1 CD3+CD4+ %T Lymph @ QC Message for Out of Normal Range
ECD3+CDS+ %T Lymph | Laboratory Report Choices
E CD3+CD4+CD8+ %T Lymph ! g Report Percents
™ cp3+ %Lymph ¥ Report Absolute Counts
™ CD3+ Abs Cnt Summary Report ID
@ CD3+CD4+ %Lymph Q‘ Sample Name
# CD3+CD4+ Abs Cnt _!Sample ID
# CD3+CD8+ %Lymph : I Case Number

Figura 2: Tela Test Prefs.
2.3. Clicar em Lot IDs.
2.3.1. Clicar no icone Absolute Count Beads (Figura 3) e adicionar os valores de lot ID e beads/pellet

presentes na etiqueta da embalagem metalica contendo os BD Trucount™ Absolute Count Tubes E importante

colocar corretamente os valores do lot ID e da contagem de particulas para obter resultados precisos.

& BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 150



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

|# Lot IDs

Absolute Count Bead Lot IDs

Reagents

/‘.‘\. Bead Name: TruCount
Absolute

e B Lot ID: 30313

M Beads/Pellet: 52179

Control
Beads

( Cancel )

Figura 3: Tela Absolute Count Beads no icone Lot IDs.

2.3.2. Clicar em Reagent Lot ID (Figura 4). Colocar o nimero do lote do reagente.

|# Lot IDs
Reagent Lot IDs
- Reagent Name Lot ID
Reagents CD4/CD8/CD3 00000
CD3/CD4/CD45 00000
e
CD3/CD8/CD45 00000
e CD3/CD19/CD45 00000
CountBeads | | CD3/CD16+56/CD45 00000
— CD3/CD8/CD45/CD4 00451
CD3/CD16+56/CD45/CD19 00000
Control
Beads

( Cancel ) E—Save—

Figura 4: Tela Reagents no icone Lot IDs.
2.3.3. Clicar em Control Beads. Adicionar o nimero de beads e o desvio padrdo (SD) de cada um dos niveis de

particulas BD Trucount™ Control Beads. Estes niumeros estdo descritos na caixa do BD Trucount™ Control
Beads.

©BD
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2.3.4.

|# Lot IDs
Control Bead Lot IDs
Reagents
Bead Name: TruCount Control

&) —

Abschas Lot ID: 97194

‘Count Beads - Z

Low Beads/pL: 51 SD: 8.10

/.\ Medium Beads/pL: 253 SD: | 22.00

High Beads/pL:

Control

1020 SD:  66.30

Figura 5: Tela Control Beads no icone Lot IDs.

2.3.4.Clicar em Save

3. Utilizando Instrument Settings

3.1. Clicar em Cytometer

3.2. Abrir o menu Instrument Settings

3.3. Clicar em Open

3.4. Abrir a pasta Instrument Settings Files

3.5. Procurar o arquivo CalibFile.LNW. Clicar em Open, S

Cytometer Type: FACSCalibur =~
Detectors/fmps:

Params Detector Voltage FAmpGain Hode
P SC E88 2.00 Lin
P2 s5C 351 1.00 Lin
P3 FL1 515 1.88 Log
P4 FLZ 445 1.00 Log
P5 FL3 573 1.00 Log
P6 FL1-A 1.88 Lin
P? FL4 699 Log
Threshold:

Primary Parameter: FL3
380

Value:
Secondary Parameter:

Compensation:

Figura 6: Tela Instrument Settings
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4. Preenchendo as Informacdes Sobre as Amostras e Painéis

4.1. Clicar em Accept para continuar na janela de amostras.

4.2. Clicar no campo Sample Name e adicionar um nome para a amostra controle. Clicar na coluna Panel Name
e selecionar no menu o painel apropriado para o reagente utilizado. O painel para se correr o controle BD
Trucount™ Control Beads é o CD3/CD8/CD45/CD4 Control. Deve-se digitar o controle apenas uma Unica vez,
pois quando este painel & selecionado subentende-se que serdo adquiridos os trés tubos com particulas controles
em concentragdes diferentes (Low, Medium e High).

4 3. Digitar as amostras dos pacientes nas linhas subsequentes. Geralmente, o painel utilizado para o reagente
CD3 /CD8/CD45/CD4 com os BD Trucount™ Absolute Count Tubes € o ROTINA 4 CORES. Se este painel nao foi

criado no seu laboratério, consulte o ultimo topico (Criando Painéis)

®ene [ untitled
7 Y F T [
@ | © ‘* I / I 4] ‘ vl |
Sign In SetUp | FACSComp | TestPrefs | Samples | Acquisi Anal Summ.
Message: Please enter the Sample infarmation and then click the Run Tests button. Sample Name and Panel Name are required for each
Sample Name Sample ID Case Number ¢~ Panel Name 5 | WBC Count (x1

. Tt 0.0
®!2 rotina 4 cores 0.0
.3 rotina 4 cores 0.0
* 4 rotina 4 cores 0.0
. rotina 4 cores 0.0
s rotina 4 cores 0.0
0k rotina 4 cores 0.0
. rotina 4 cores 0.0
Ik rotina 4 cores 0.0
o2 rotina 4 cores 0.0
O rotina 4 cores 0.0
. s rotina 4 cores 0.0
® |15 rotina 4 cores 0.0
® 6 rotina 4 cores 0.0
17 rotina 4 cores 0.0
O rotina 4 cores 0.0
ol rotina 4 cores 0.0
e rotina 4 cores 0.0
R Bl S B B B e -
s rotina 4 cores 0.0
D rotina 4 cores 0.0

> —————————————————— s

Stop

Figura 7: Tela Samples.

4.4, Selecionar o mesmo painel no menu para as amostras adicionais.
4.5. Selecionar File > Save.
4.6. Nomear o arquivo com a data e selecionar a pasta de destino.

4.7. Clicar em Save.

©BD
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5. Fixando o Painel

5.1.Fixar o painel quando os parédmetros para analise forem iguais para todas as amostras. Mesmo quando o
painel é fixo, é possivel modificar o painel para uma determinada amostra na coluna Panel Name. Por exemplo,
pode-se fixar o painel Rotina 4 cores e alterar o painel apenas para as amostras do controle baixo, médio e alto do
BD Trucount™ Control Beads.

5.2. Para fixar o painel, selecionar BD Multiset™ > Preferences > Panels. Clicar em Run Fixed Panel e

selecionar algum painel pré-existente (Figura 8).

MultiSET Preferences

g
-

Choose Preferences for Panels

[

Printing O Run Any Panel

@ Run Fixed Panel: [ rotina 4 cores -

@

m|
alr

( Cancel )1 f—&n—)

Figura 8: Tela Panels em BD Multiset™ Preferences

6. Aquisicdo das Amostras

6.1. Deve-se adquirir no minimo 2.000 eventos de linfécitos totais em um total de 20.000 eventos. Caso ndo seja
adquirido 2.000 eventos de linfocitos totais apos a aquisi¢ao de 20.000 eventos, o software BD Multiset™ continua
adquirindo até atingir o maximo de 100.000 eventos. O nimero minimo de linfécitos a ser adquirido esta
determinado no icone Reagent Tools da tela Test Prefs (Figura 9). Este € um icone de consulta onde pode-se
verificar os valores determinados para o reagente de escolha, neste caso o tipo de reagente € BD Multitest™ CD3
FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC TruC (indica que o BD Trucount™ Absolute Count Tubes é utilizado com
este anticorpo monoclonal). O nimero de linfécitos adquiridos esta determinado em Acquisition Target Info >

Lymph > Min Events to Acquire: 2000.

& BD
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¢ Reagent Tools

Reagent Type: | MultiTEST TruC (]
Reagent: | CD3/CD8/CD45/CD4 TruC )
Dot Plot Info - - FL Parameter Info.
ez ()2 (3 @4 05 #FLParameters: 4
Dot Axis Labels
Plot X Param Y Param Antigen Fluorachrome

L (fAs-H ) (sscH ) FLL: [CD3 - TfTC
#2 (s 8 (Aen 9 FL2: [CD8 - TPE

p A3 (D45 | = [PerCP
3 (A-H ) (ScH W)

4 (v ) (Ra-n )

FL4: CD4 - APC

Expert Gate Name:  Lymph
Subset Results Produced

Lymph Events
— Bead Events m
“Acquisition Target Info D3+ Xymph
Lymph CD3+ Abs Cnt ¥
Min Events to Acquire: 2000 SURH- Mg -
=iy T
&f _RewerTTo BD Defaults for this reagent. )
(" Cancel ) (  CopyReagent ) ok )

Figura 9: [cone Reagent Tools da tela Test Prefs.
O numero total de eventos a ser adquirido (20.000 eventos) e o nimero maximo (100.000 eventos) a ser
adquirido caso nio se atinja ao valor minimo de 2.000 linfécitos esta determinado em BD Multiset™ >

Preferences > Events (Figura 10). Deixar selecionada a opgdo Acquire Until Total Events Collected: 20.000.

§ MultiSET Preferences M

Max Number of Events 100000

- Acquisition With Analysis
g # Acquire Uil 1otal Events Louectea.
i __ Acquire Until Total Time Exceeds: BT seconds

Acquisition Only

A Acquire Until:
gtoial Events Collected: 20000
[_1 Total Time Exceeds: EU Seconds
v

( cancel ) ESSaven)

Figura 10: Tela Events em BD Multiset™ Preferences.

6.2. Passar no vortex o primeiro tubo do controle e coloca-lo no citbmetro.

6.3. Verificar se os botdes RUN e HI estdo selecionados no painel de controle.

6.4. Clicar em Run Tests.
6.5. Verificar o aparecimento dos dados da amostra (Figura 11).

&7
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SSC-H

CO4S-PerCP N CD3-FITC CD3-FITC

Figura 11: Inicio da aquisicdo de eventos no BD Multiset™.

6.6. Clicar em Acquire. A fase de aquisigéo ¢ iniciada.

6.7. Quando a aquisicao & finalizada, remover o tubo do citdmetro. Em seguida, aparecera o Laboratory Report.

6.8. Clicar em Pause.
6.9. Avaliar os graficos. As posi¢des dos gates, attractors e populagdes celulares devem aparecer de forma

semelhante ao grafico a seguir (Figura 12).

CD8-PE

ot

CO3-FITC

CD45-PerCP

Figura 12: Graficos apresentados no Laboratory Report.

BD
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O gate ou os attractors podem ser ajustados logo apdés a analise da amostra adquirida. Qualquer
alteracdo realizada no gate ou attractors é aplicada apenas a amostra atual. Para mover um attractor,
arrastar o ponto central para a posi¢cdo desejada. Para alterar a orientagdo e comprimento, arrastar um dos
dois pontos das extremidades. Para alterar o tamanho de um attractor, arrastar a borda de um attractor

para torna-lo mais comprido ou mais amplo.

6.10. Clicar em Analyze. Isto confirma as alteragdes e faz um novo calculo dos resultados. Uma mensagem
aparecera na area QC Message do Lab Report indicando que foi feito um gate manual. Se necessario, salvar
estas alteragbes selecionando File > Save. Continuar adquirindo e analisando as amostras restantes.

6.11. Passar o proximo tubo no vortex e coloca-lo no citbmetro.

6.12. Clicar em Acquire para iniciar novamente a aquisi¢do de dados. Continuar a aquisicao e anélise de todas
as amostras.

6.13. Todos os graficos devem ser inspecionados. Fazer as alteragdes apropriadas nos graficos do BD Multiset™.
Se necessario, preparar novamente ou adquirir pela segunda vez a amostra do paciente para uma nova analise.
6.14. Os laudos Laboratory Report € Physician Report sero disponibilizados e impressos em seguida. Estes
laudos devem ser inspecionados para garantir a precisdo dos resultados.

6.15. Quando a ultima amostra for analisada, aparecera a janela do Summary Report. O laudo Summary Report
contém uma lista de todas as amostras no Schedule document. Os campos desta janela ndo podem ser
editados.

6.16. ApoOs a aquisicdo da ultima amostra, colocar um tubo com agua destilada na agulha de sucgao da amostra e
colocar o equipamento em standby.

6.17. Clicar em Quit para sair do software BD Multiset™.

6.18. Realizar o procedimento de limpeza apds aquisi¢cao para proceder o desligamento do citdmetro de fluxo BD
FACSCalibur™.

& BD
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Caso tenha adquirido amostras anteriormente no mesmo dia ou o nimero de pacientes cadastrados tenha
sido maior que 99, selecionar Data File e clicar em Location. Escolher o arquivo BD Multiset™ Files e clicar em
New folder — colocar a data atual e uma letra ou um nome para diferenciar da pasta anterior. Clicar em Create e
Choose. Escolher a pasta criada para os relatérios seguintes abrindo Location e selecionando a pasta criada e

clicando em Choose. No final clique sobre Accept.

7. Impressora
7.1.Para habilitar ou desabilitar a impressado do laudo, procurar na barra BD Multiset™ superior e clicar na

sequéncia: Preferences > Printing > Never (para desabilitar a impressao) ou After each entry (para habilitar

a impressao apos cada analise) > Save (Figura 13).

MultiSET Preferences

____ Automatic Printing Options

Laboratory Report: | After Each Entry '*3:

# Show Attractors
Physician Report: | After Each Entry '—%-]
Summary Report: | Never F#’}

o # Display Percent Results as Real Numbers

Printer Setup for Automatic Printing

X . — “\
Events (__Page Setup... ) (_Print Setup... )

Figura 13: Configuracao da impressora para habilitar ou ndo a impressao dos laudos.

8. Criando Painéis
Os passos a seguir fornecem um exemplo de procedimento para criar o painel 4-color CD4 TruC para o
reagente CD3/CD8/CD45/CD4 TruC.

8.1. Selecionar Tools > Panel Tools.

©BD
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8.2. Selecionar BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4
APC CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC TruC no menu Reagent Type no lado esquerdo da tela e
selecionar CD3/CD8/CD45/CD4 TruC na lista abaixo deste menu.

|# Panel Tools

Cancel ) & e e E3]

" Reorder Panels )

Reagent Type: ( MultiTEST TruC g’] Panels: MultiReagentControl - |
Reagents: |
> loves > |
CD3/CD16+56/CDA45/CD19 TruC e $CD3/CD19/CD4S TruC Cirl M |
(Add Panel.. ) | $CD3/CD16+56/C04S TruC Cirl H
|
|
S —_—— 1
Copy Panel | |
|
Remoave Pan |
{
£ Print Panels Reference Range Type !
{ {
|

8.3. Clicar em Add Panel e nomear o painel como 4-color CD4 TruC.

Please enter a new panel name:

4-color CD4 TruC

Cancel @

8.4. Selecionar um reagente da lista de Reagentes, clicar em Move e em seguida clicar em OK.

|# Panel Tools

Reagent Type: MultiTEST TruC *‘:"] Panels: ~4-color CD4 TruC m

Reagents:

DB/CL [ ™ $CD3/CD8/CDA5/CD4 TruC
> Move
CD3/CD16+56/CD45/CD19 TruC

e
Add Panel. ., \

Copy Panel
_f Remove Panel
{ print Panels ) Reference Range Type

{ cancel ) F o BD v

{ ReorderPanels

©BD
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GERENCIAMENTO DE ARQUIVOS

Cada amostra ao final da sua aquisigao no MutiSET, ganha os arquivos abaixo:

.01 — FCS File (arquivo de citometria, passivel de ser aberto em qualquer software de analise para reanalise)
Jlab — Lab Report (arquivo que contém os graficos)
.phy — Physicyan Report (arquivo sem graficos, com valores celulares e com intervalos de referéncia)

Ao final de cada rotina, a pasta do dia em que a rotina esta sendo salva ganha os arquivos abaixo:

.exp — Arquivo utilizado na exportagéo dos resultados para o SISCEL

.sum — Arquivo resumo da rotina

EXPORTACAO DE RESULTADOS PARA O SISCEL
Para se realizar a exportagéo dos dados:
1. Nodiretério FACStation > BD Files > BD Multiset™ Files > Pasta do dia, busque o arquivo de
exportagdo que estara nomeado com a DATA DO DIA.exp
2. Com um pendrive posicionado no computador, copie o arquivo da pasta e cole no pendrive.
3. Leve o pendrive para o computador onde o programa SISCEL esta instalado e faga o interfaceamento
seguindo o procedimento operacional padrdo para exportagdo de dados que vocé tem no laboratério

(enviado pelo Ministério da Saude).

& BD
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1. PROPOSTA

Este documento especifica o processo de utilizagao de arquivos LJ (BD FACSComp™) na rotina de quantificagao
de linfocitos CD4/CD8, realizada pelos laboratérios que fazem parte da rede do Ministério da Saude.

2. ESCOPO

O documento fornece as instrugdes necessarias para se:

- Acompanhar a linearidade instrumental (BD FACSCalibur™)

3. Acompanbhar a linearidade instrumental

Utilizando o software BD FACSComp™ é possivel acompanhar a linearidade instrumental de 30 ou 60
calibragbes para os parametros (FSC, SSC, FL1, FL2, FL3 e FL4) e ainda salvar o arquivo contendo os
dados da forma que desejar. Para realizar essa tarefa siga os procedimentos apresentados abaixo para

a importagéo do arquivo Levey- Jennings gerado automaticamente pelo software BD FACSComp™.

Instrugoes para a importagao de arquivos Levey-Jennings - BD FACSCOMP™
e Para ter acesso a esse arquivo vocé precisara que o pacote office esteja habilitado no computador do
citdmetro.
+ Verifique a versao do Excel que esta instalado no seu computador. Para isso, na area de trabalho do
computador, clique na lupa no canto superior direito da tela e digite Office. Aparecera uma tela logo
abaixo da lupa quando vocé digitar. Em Folders verificar em Microsoft Office qual é o escrito que aparece

na frente. Pode ser: Microsoft X, Microsoft 2004 ou Microsoft 2008 ou alguma versao mais atual.

& BD
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spotlight office
Show Al (72)

Tep a7 Microsoft Office Notifications

Applications = Microsoft Office Notifications
= Microsoft Office Notifications

ments O Installer Log File
" Installer Log File
Microsoft Office X
Microsoft Office X
" Entourage Read Me.html
Entourage Read Me.html

Foiders | 4 Office X Identities
L Office X Identities

& Microsolt Office X
4 Office
L4 Office
FOF Documents ¢ Programa de Bolsas - Manua

Fonts | ™ Century Gothic
* Century Gothic
* LucidaGrande.dfont
» Arial
" GiliSans.dfont

Spotlight preferences

+ Coloque a pasta BD FACSComp™ Levey-Jennings QC, que vocé recebeu no pendrive da Jornada, no
diretorio FACStation > BD Applications > BD FACSComp™ Folder.

s Abra o arquivo de Excel “LJ FCMP QC 30-runs.xls” que esta localizado em FACStation > BD
Applications > BD FACSComp™ Folder > BD FACSComp™ Levey-Jennings QC > Escolher a pasta
referente a versédo do Excel que vocé acabou de verificar. No nosso exemplo a vers&o do Excel é X.
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806 | For Excel X
1 of 2 selected, 84,42 CB available
10 +, BDPAC @ FACSComp |4 For Excel 2004 B W L) FCMP QC 30-runs.x b Preview
tions %, BDPAC Startup Check { n ¥ For Excel 2008 ™ L FCMP QC 60-runs.xis Name LJ FCMP QC 30-
lications & CellQuest Pro Folder & FACSComp.help - runs.xls
§ > 4@ ClinApps Info Folder > ;‘ L) Data Kindt r",(r':;::‘k“m
4 CloneCyt Plus Folder =1 U Data.LNw size 904 KE on disk
4 FACSComp folder |4 Oid Target Value Files Created —-
tings " FACStation Installer.log 21 Read Me Modified 06/08/07 13:44
*| |o LoaderManager Folder |5 Target File Last opened Today at 11:55
» o MPM > | Target File.827 -
1..10911 # MUItSET Folder &' Target File.LNW Mors ko,
@ PlateManager Folder L Target Value Log File
2 Read Me |2 Target Value Log File.LNW
|4 Renata ' Target Value Log File.LNW.old

@ WorklistManager Folder »

' Target Value Log File.old

¢ Automaticamente se abre uma janela onde se deve clicar em Enable Macros;

Microsoft Excel

The workbook you are opening contains macros.
Some macros may contain viruses that could be harmful to your computer.
If you are sure this workbook is from a trusted source, ( Tell Me More)

click 'Enable Macros'. If you are not sure and want to
prevent any macros from running, click ‘Disable

Macros'.

g Always ask before opening workbooks with macros

(' Enable Macros )

( Do Not Open ) ( Disable Macros )

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD
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e Pressione Ok na janela Disclaimer.

Disclaimer

Although this afwrersare application has been developed with every
precaution to ensure sccuracy, BDIS assumes no liability for any error
or omission, nor for any damages resulting from its application or use
1113 the responsibility of the user 1o validate this application and to
interpret the results based on the Quality Control guidelines established
for your laboratory.

o)

* Na barra de ferramentas do arquivo em excel selecionar QC € Main Menu.

@ Excel File Edit View Insert Format Tools Data Window He QcC
TOEH® R F 0T i R

% v B =]

Main Menu

[ece U FCMP QC 30-runs.xls

C % Y Y S S S S S S S S S U B (s m v—
:

|

4

3

:

* Na janela Main Menu selecionar:

v Software version: BD FACSComp™ 4.x
v Parameters to Chart: FSC,SSC,FL1,FL2,FL3 e FL4
v Reports to Print: deixar tudo selecionado

BD
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Main Menu

FACSComp Levey-Jennings Quality Control

Choase the software version and the number of parameters
for the file you'll be importing, then click the iImpon Data

Software Version:
Import Data ) FACSComp 2.x or 3.x
@ FACSComp 4.x

{  Rescale )
Parameters to Chart
( View Reports ) ) FSC.SSC.FL1,FL2

C) FSC.SSC.FLLFL2,FL3

(' Print Reports ) @ FSC,SSCFLLFL2,FLIFLY

_Reports to Print:
™ Separation
~ ™ purs

(_ Quit Macro ) # Laser Power & Current

g Compensation

Help )

Becton Dickinson Immunocytometry Systems, 1998-2004

s Pressionar Import Data, onde se abre uma janela de localizagdo do arquivo LJ. O mesmo pode ser
encontrado no diretério:
FACStation > BD Applications > BD FACSComp™ Folder > LJ Data.LNW

BD
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»

006

bunz Microsoft ﬂui

@ Network

a FACStation G4

Enable:  All Readable Documents

-
"

-4 FACSComp folder

(Q search

-

BOPALC

BOPAC 5t
CellQue...ro Folder »

@ FACSComp

up Check | 4 FACSCo...nings QC »

FACSComp. help

Institution Director
Operator  Cytometer

A Maodel Cytometer
E Data ClinApp . fo Folder » ;uhl Mumber Date
ime Software Version
NONAME  a | |ConeCy..s Foider » iy Machine  FSC High
tre FACSComp folder » ;sc Low F%
\ Qmmo' Mine
S Desktop FACStati.. staller.log m FSCnRﬁull @"
LoadarM.. r Folder » BT LotiD  3SCHigh..
,A Applications MPM > k3 T3
3 or Eil % Name L)
ﬁ Documents MultiSET Folder  » | Target File.LNW S
3 Movies PlateMa._.er Folder » [= 1.'.-':4-:1 V..elog! .|. Site 16 KB
L Read Mea la | Target V.. File.LNW s Kind Text
[_1 Music Renata rle |2 Target V. e LNW.old [ document |
j Pictures Worklist _er Folder » :_u [__ Targer V. g File.old o Created 02/03/10 |
- L ———— 5o |
Open: Original 1  ( FindFile.. )

(_Cancel ) (“Open)

e Abrirda uma janela de 3 passos, pressionar:
1. Next
2. Next
3. Column Data Format: DATE, e Finish

e Aparecera um aviso que o arquivo foi importado com sucesso.
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+ Najanela Main Menu pressionar Rescale, agdo que demora alguns segundos, mas quando a agao for
finalizada, aparece uma mensagem de aviso.
+ Verificar se os dados importados estao corretamente distribuidos.
e Para finalizar, salvar uma cépia do Excel com os arquivos importados clicando em Save as:
o Diretério: Data > Programa HIV > Estatisticas > BD FACSComp™
o File Name: nome de escolha (ex: “QC Out-Nov 13.xls)
» Agora vocé tem resultados referentes a linearidade do seu instrumento. Qualquer divida na interpretagao
dos mesmos, favor entrar em contato com o suporte cientifico da BD Biosciences, através do e-mail
suporte.cientifico@bd.com ou pelo telefone 0800 771 7157 ou pelo Telegram Atendimento BD Brasil. As

informagées contidas nessa se¢do podem ser encontradas no Capitulo 4:Controle de qualidade do

equipamento, das Instrugdes de Uso do BD FACSCalibur™,
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GUIA DE PIPETAGEM REVERSA

Tipo: Guia

Identificacdo: BDB_MoH 01

Protocolo: Quantificagao de
Linfocitos T CD4/CD8

Titulo: Técnica de Pipetagem
Reversa

Revisdo:

Paginas: 1 de 5

1. Objetivo

Detalhar a técnica de pipetagem reversa para a preparagao de amostras de sangue periférico.

2. Escopo

Este guia é direcionado aos laboratorios clinicos que realizam a quantificagédo de linfécitos T CD4 por citometria

de fluxo utilizando sangue periférico.

3. Referéncias

3.1. Cytofluorometric methods for assessing absolute numbers of cell subsets in blood.

Cytometry, 42:327-346, referéncia 13.

4. Equipamento
4.1. Pipeta manual ajustavel
4.2. Ponteiras

4.3. Tubo teste vazio

5. Materiais

5.1. Sangue periférico, bem homogeneizado, coletado em tubos EDTA K2 ou K3 (ethylenediaminetetraacetic acid)

5.2. Materiais de biosseguranca
5.2.1. Luvas
5.2.2. Oculos de protegao

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD
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5.2.3. Avental

5.2.4. Descarte para material biologico

7. Procedimento

A pipetagem reversa & a técnica recomendada para pipetar solugbes viscosas, que possuem tendencia a formar
espuma, ou requerem a dispensa de pequenos volumes. O modo reverso s6 é possivel com pipetas de
deslocamento de ar. A realizagdo da pipetagem reversa de maneira inapropriada pode afetar a qualidade do
laboratorio clinico e comprometer, potencialmente, a integridade do resultado.

7.1.1. Utilize ponteiras corretas para o tipo de pipeta a ser utilizado.

7.1.2. Ajuste o volume requerido da amostra (50 ul) segurando a pipeta em uma das méos e ajustando o volume
com a outra.

7.1.3. Segure a pipeta na posi¢ao vertical e aperte o botdo de aspiragao/dispensa até o segundo estagio.

7.1.4. Mergulhe a ponteira no tubo contend o sangue ndo mais que 2-3 mm da superficie.

7.1.5 Libere o botdo de aspiracio/dispensa sutiimente para a posicdo de repouso. Esse procedimento preenchera
a ponteira com um volume maior que 50 pl.

7.1.6 Sutilmente remova a pipeta com a ponteira do tubo de sangue, removendo qualquer excesso de sangue da
parte externa da ponteira passando-a gentilmente na extremidade do tubo.

Importante: N&o utilize gase ou papel para remover o excesso de sangue, eles podem absorver o sangue de
dentro da ponteira.

7.1.7. Dispense o sangue em um tubo vazio empurrando gentilmente o botdo de aspiracio/dispensa até o
primeiro estagio. Segure o botdo nessa posigdo por alguns segundos. O sangue que restou na ponteira ndo deve
ser dispensado.

7.1.8 Com o botao na posi¢cao de repouso, remova a pipeta com a ponteira do tubo teste e dispense-a em local
adequado. Guarde a pipeta em posigao vertical.

Importante: Ndo coloque a pipeta em posi¢do horizontal na bancada de trabalho quando a mesma estiver com
ponteira contendo fluido. O liquido pode entrar no sistema mecénico da pipeta e danifica-la.

Veja o resumo do procedimento na figura abaixo:

& BD
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Preparagao Aspiragio  Distribuigic| Re-aspiragiao Dispensa
completa
t
|
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Repouso

1° Estagio
2° Estagio
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UTILIZAGAO DA NOVA PIPETA DE REPETIGAO

A nova pipeta de repeti¢ao ¢é classificada como pipeta de deslocamento positivo onde a pipeta ndo te
contato direto com a amostra a ser pipetada, pois o contato é via o pistdo que existe na pipeta. Para essa pipeta
serdo utilizadas seringas de capacidade para 12,5 mL com volume de dispensagao de 100uL a 1250ulL.

Essa pipeta devera ser utilizada no laboratorio para a pipetagem de 450uL de solugéo de lise 1:10 nas
amostras da rotina. A pipeta fornece 26 pipetagem de 450l com seguranca e a quantidade de seringas utilizadas
& de 01 seringa por dia. Veja as instrugdes de uso:

1. Selecionar a seringa a ser utilizada - 12,5 mL.

!

©BD
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2. Seleccionar o volume: destrave a pega preta empurando para cima e gire até atingir o volume desejado -
450pL.

1=

3. Encaixe a seringa na ponteira como mostrado na figura abaixo:

4. Para aspirar prossiga como ilustrado abaixo.

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 173



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Essa pipeta ndo possui segundo estagio de dispensa.

Aspirar

Dispensar (até o fim, ndo
possui segundo estagio)
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5. A pipeta possui um sinalizador de precisdo (“lingueta” vermelha) que quando aparece inteiro indica, que a

partir dai, o volume pipetado n&do é mais confiavel. O que deve ser feito & aspirar um novo volume para

continuar a pipetagem de maneira confiavel.

A pipeta de repeticdo deve ser limpa somente externamente. Utilizando gaze embebida em alcool

isopropilico 70% e em seguida em agua destilada.

& BD
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DICAS DE PIPETAGEM

Uma boa pipetagem é resultado da intregagao pipetas/operador/ponteiras. A pipeta € um instrumento de
precisdo confiavel e tem sido utilizada ha muitos anos. Contudo, como ha varias formas de manuseio, diferengas
nas técnicas podem alterar o volume aspirado e interferir diretamente nos resultados obtidos. Por isso, seguem

algumas dicas para produzir resultados laboratoriais mais precisos:

1. Umedecga a ponteira antes (pré lavagem)

Para melhorar a precisdo da sua pipetagem, aspire e despreze completamente uma certa quantidade do
liquido, pelo menos uma vez, antes de aspirar definitivamente. Falhas nessa etapa aumentam a evaporagao por
causa do ar restante na ponta, que pode causar significante diminuicido do volume desejado. Umedecendo a
ponteira vocé reduzira a evaporagao e nao havera problemas com relacdo a resisténcia apresentada pelo material
da ponteira e o liquido aspirado.

2. Trabalhe em temperatura ambiente

Deixe que os liquidos e equipamentos (pipetas) figuem em T.A. antes de pipetar. O volume de liquido
pipetado varia com a umidade relativa e pressdo do liquido — sendo que ambos sado termo-dependentes.
Trabalhando em uma temperatura constante minimiza variagdes do volume pipetado.

3. Examine as ponteiras antes de dispensar a amostra

Antes de dispensar, cuidadosamente, remova as goticulas das laterais da parte externa da ponteira
encostando a ponteira nas extremidades do tubo. Encoste a ponta na lateral do tubo para dispensar o liquido
remanescente. A tensao superficial vai ajudar a retirar esse resto de liquido.

4. Padronize a pipetagem

Para pipetagem convencional (ndo reversa), aperte o botao até o primeiro estagio, mergulhe a ponteira no
liquido e aspire-o, soltando o botdo (pré lavagem). Repita o procedimento para pegar o volume final e remova a
pipeta do liquido e aperte o botao até o segundo estagio para dispensar todo o contetdo. A padronizagao resulta
em uma melhor precisao e exatidao.

5. Faga uma pausa depois da aspiragao

Depois de aspirar e antes de remover a ponteira do liquido, espere um a dois segundos. Faga uma pausa
0 mais consistente possivel. O liquido continua a fluir para a ponteira por um momento depois que vocé solta o
botdo. Ao mesmo tempo, a evaporagac na ponteira esta ocorrendo. Fazendo uma pausa consistente, vocé

balanceia os dois efeitos e garante uma correta aspiragdo.

& BD
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6. Retire a pipeta verticalmente

Na aspiragdo, mantenha a pipeta na vertical e a retire diretamente do centro do tubo ou frasco. Essa
técnica & especialmente importante quando esta se pipetando pequenos volumes (menos de 50uL). Segurando a
pipeta em um angulo enquanto € removida do liquido, altera o volume aspirado. Encostar nos lados do tubo
também causa perda do volume.
7. Evite ficar segurando a pipeta

Segure a pipeta livremente, e guarde-a enquanto nio estiver usando. A calor do corpo transferido durante
a pipetagem altera o equilibrio de temperatura, que leva a variagdes no volume.
8. Mergulhe a ponteira na profundidade certa

Antes de aspirar, mergulhe a ponteira adequadamente abaixo do menisco. Pipetas de grandes volume (1
a 5 mL) devem ser imersas de 5 a 6 mm, enquanto pipetas de pequenos volumes devem ser imersas de 2 a 3
mm. Menos do que isso ha o risco de se aspirar ar.
9. Use a ponteira correta

Use ponteiras de boa qualidade, de preferéncia da mesma marca da pipeta. Marcas alternativas também
sao aceitaveis, desde que comprovado sua compatibilidade com o modelo da pipeta. Uma ma combinagao de
ponteira e pipeta pode resultar em imprecisao, inexatidao ou ambos.
10. Use velocidades e pressao constantes

Aperte o botao suavemente, com forga e pressao constantes, até o primerio estagio. Mergulhe a ponteira;
entdo solte o botdo a uma taxa constante. E tudo uma quest&o de ritmo — a repetigdo gera resultados
reprodutiveis.

11. Mantenha a pipeta guardada na vertical. Essa também deve ser a posigdo de descango
Essas diferengas na execucdo podem afetar a exatiddo e precisdo dos ensaios laboratoriais. Para
assegurar a exatiddo e consisténcia, os laboratérios devem adotar procedimentos padrées de pipetagem e

assegurar-se de que todos os profissionais, que realizam a rotina, estdo treinados e no mesmo nivel de

proficiéncia.

& BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 177



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Erros mais comuns

Trabalhar muito rapido;

Remover a ponteira antes da completa aspiragao;

Arrastar a ponteira nos lados do tubo;

Soltar o botéo rapido;

Nao umedecer a nova ponteira;

Colocar a pipeta na vertical com ponteira conteudo liquido dentro;

Virar a pipeta de cabeca para baixo;

© N o o kb =

Tentar ajustar um volume maior que o especificado na pipeta.

©BD
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GUIA DE LIMPEZA DA PIPETMAN
Material fornecido pela ANALITICA (www.analiticaweb.com.br)

As pipetas Gilson sao faceis de limpar e podem ser facilmente desmontadas e reparadas pelo proprio
usuario. O uso adequado e a limpeza regular mantém o desempenho e aumenta a vida Util da pipeta. Apos um
certo periodo de utilizagdo, que varia muito de usuario para usuario, a Gilson recomenda que seja adotado o

seguinte procedimento:

Nao misture as pegas de uma pipeta com as de outra.

A. DESMONTAGEM (Vide figura 1)

E necessario que se desmonte a pipeta para fazer a limpeza (deve-se utilizar luvas quando houver risco de
contaminacgao). Antes de desmontar a pipeta, coloque-a no volume maximo de aspira¢do. Nunca ultrapasse esse
volume, pois isso descalibra a pipeta.

1. Retire o ejetor de ponteiras apertando para baixo e puxando-o;

2. Desconecte a porca de conexdo separando assim o handle do porta-cone. O handle deve ser bem
guardado durante esse procedimento e a limpeza do mesmo sera feita somente externamente. A pipeta
estando em seu volume maximo de aspiracdo, evita que nesse momento o pistdo salte da pipeta.

3. Remova o conjunto do pistdo cuidadosamente e separe o selo (anel de vedacao transparente) e o o’ring
(anel de vedacao preto), mantendo o porta-cone com a parte mais fina para baixo. Freqlientemente o selo
e o'ring ficam presos dentro do porta-cone. Para retira-los deve-se recolocar o pistao, pressiona-lo contra
o porta-cone, como se fosse fazer uma pipetagem. Retire o pistdo que devera trazer preso a ele, o selo e

o’ring. Se isto n&o ocorrer, o procedimento de limpeza fara com que eles se soltem.

& BD
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Cuidado para nao perder o selo e o’ring.

Figura 1: Pipeta desmontada.

Botio

Porca de conexio |

Pisso |

Selo|

O'ring |

Porta-cone |

Ejetor de ponteiras |

¥
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B. LIMPEZA

1. Coloque o porta-cone, o conjunto do pistdo, o ejetor de ponteiras, o selo e o’ring (ndo colocar o handle)
em um recipiente, completando seu volume com solugéo de detergente neutro (por ex: EXTRAN) de 4% a 8% em
agua. Na falta do EXTRAN pode ser utilizado shampoo Johnson.

2. Cologue o recipiente no banho maria (45°C = 3°C) por 20 min.

3. Em seguida, coloque o bégquer no banho de ultrassom por 20 min.

A

deixar no ultrassom por 35 min ou ainda se nado tiver nenhum dos dois, deixe tudo na solugdao com

Se nao tiver ultrassom, deixar na solugdo por 40 min no banho maria. E se nao tiver banho maria,
detergente neutro por 40 min.
Descarte a solucdo de detergente utilizada;

Lave cada peg¢a com bastante agua corrente;

Facga a ultima lavagem com agua destilada e coloque as pe¢as em um recipiente limpo;

N o o s

Seque as pecgas na estufa a aproximadamente 50°C + 3°C (n&o ultrapasse esta temperatura), durante no

maximo 2 horas).

A

Nunca aquega o handle.

Se nio tive estufa, deixe as pegas secarem a temperatura ambiente overnight (12 horas).

OBSERVAGOES:
» Use solugdo de detergente com concentragao 4% para limpeza de pipetas que apresentarem pouca

sujeira e concentracéo de 8% para limpeza de pipetas que apresentarem muita sujeira.
s Para as pipetas, que ap6s a lavagem, continuarem apresentando algum tipo de sujeira, limpe com

algodao umedecido com alcool isopropilico 70%.

& BD
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MONTAGEM (Vide figura 1)

Cologue o selo e o’ring no pistdo, encaixando em primeiro lugar o selo (transparente);
Encaixe o pistdo no porta-cone;

Com uma das maos, segure o handle na posigéo vertical e encaixe o porta-cone;

Em seguida coloque e atarraxe a porca da conexao;

Coloque o ejetor de ponteiras.

2 o

A Pipetman esta pronta para uso.

Nessa secéo foi utilizada a referéncia 20, referenciada no final desse documento.

©BD
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CITOMETRO

©BD FACSCalibur

Figura 1-1 BD FACSCalibur
Botao liga/desliga
O botao liga desliga é o que esta localizado ao lado direito do instrumento e permite que o0 mesmo seja ligado e

desligado.

Painel de fluidos

Painel onde a vazao da amostra e as fungdes do sistema de fluido sao selecionadas. (figura 1-2)
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Botdes de controle de
fluido

Botbes de taxa de
aspiragcao de amostra

Figura 1-2 BD FACSCalibur- Painéis de fluidos

Botoes de controle de fluido

Trés botdes permitem a escolha dos modos de fluido:

PRIME: remove bolhas da célula de fluxo, usado normalmente durante a resolugcdo de problemas. O fluxo de
solugdo BD FACSFlow™ primeiramente € interrompido e a pressao revertida retirando toda solugdo BD
FACSFlow™ da célula de fluxo e encaminhando para o esgoto. Apos o esvaziamento o sistema preenche
automaticamente a célula de fluxo com solugdo BD FACSFlow™ em velocidade controlada para evitar a formagéo
de bolhas. Apds o término deste procedimento o equipamento entra automaticamente no modo STANDBY.

RUN: aumenta a poténcia do laser, inicia o fluxo de solugdo BD FACSFlow™ e pressuriza o tubo de amostra
para transportar a suspensao de celulas, através da probe, para a célula de fluxo.

STANDBY: Interrompe o fluxo de solugdo BD FACSFlow™ e diminui a poténcia do laser para prolongar seu tempo de
vida.

- Hard STANDBY: Quando o botdao STANDBY é& pressionado o fluxo de solugdo BD FACSFlow™ &
interrompido e o tubo de amostra deixa de ser pressurizado. Além disso, a corrente do laser é reduzida para
estabiliza-lo.

- AutoSTANDBY: Se o equipamento esta em “RUN"e o brago suporte esta deslocado para a direita ou
para esquerda, o equipamento entra em auto standby. A luz do botdo RUN fica laranja. Aproximadamente 12
segundos apos o braco ter sido movido o sistema interrompe o fluxo de solugdo BD FACSFlow™. Neste modo,
uma bomba de vacuo € acionada para remover a solugdo BD FACSFlow™ ja que ela pode voltar e gotejar na
probe. O sistema retorna ao modo RUN quando o brago € movido novamente para baixo do tubo de amostra. O
fluxo de BD FACSFlow™ é retomado e o laser retorna a poténcia maxima. O botdo RUN muda de laranja para
verde.

Botdes de vazio de amostra

Trés botdes permitem que a taxa de aspiragao da amostra seja selecionada:
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- LO: permite a passagem de aproximadamente 12ul/min de amostra na célula de fluxo
- MED: permite a passagem de aproximadamente 35ul/min de amostra na célula de fluxo

- HI: permite a passagem de aproximadamente 60ul/mim de amostra na célula de fluxo
GAVETAS DE FLUIDOS

Localiza-se na parte inferior esquerda do equipamento e pode ser aberta permitindo facil acesso aos tanques de
fluidos e filtro de BD FACSFlow™.

; Vilvula de pressio
B

Tampade [——
metal -~ »
1 :
Coa
— ~ 2
Y o R
ﬁ‘D G.S
‘ Filtro de BD
v v | FACSFlowm™
Tanque de BD
FACSFlow™ Tanque de esgoto
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Tanque de fluidos

Este tanque de 4 litros, localizado ao lado esquerdo, comporta solugdo BD FACSFlow™ para manter o
equipamento funcionante por aproximadamente 3 horas. E equipado com um detector de nivel de fluidos que
indica, via software, quando o tanque esta praticamente vazio.

Tampa preta de metal

A tampa evita que o tanque de BD FACSFlow™ infle demasiadamente apds a pressurizagdo Uma aba quadrada
do lado direito da tampa preta de metal pressiona uma valvula quando a tampa de metal esta na posi¢ao travada,
permitindo a pressurizagao do tanque..

Tanque de esgoto

Este tanque de 4 litros, localizado na parte direita da gaveta de fluidos, coleta o esgoto (amostras ja lidas) do

equipamento.

A

material como residuo infectante.
Filtro de solugdo BD FACSFlow™

Este filtro de 0,22um filtra a solugdo FACSFlow antes que seja inserida na célula de fluxo. O procedimento de

Cuidado: Caso amostras potencialmente infectantes sejam analisadas no FACSCalibur, tratar este

filtragem reduz a quantidade de debris na solugdo BD FACSFlow™.

Valvula de pressao

Um botao que, quando direcionado para a seta, despressuriza o tanque de solugdo BD FACSFlow™ . Isto permite
que o tanque seja removido quando é necessario completar o volume de solugdo BD FACSFlow™. Quando o
botéo esta direcionado para o lado contrario da seta o tanque é pressurizado, caso a tampa preta de metal esteja
posicionada corretamente.

Filtro de ar

Este componente filtra o ar que resfria o laser.
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PORTA DE INJEGAO DA AMOSTRA OU PROBE

A porta de inje¢cdo da amostra (Probe) é a area onde o tubo de amostra é instalado (por onde a amostra é

conduzida a célula de fluxo).

A

centralizado abaixo do tubo de amostra o mais rapido possivel para evitar que a amostra seja aspirada e

Cuidado: Quando estiver posicionando um tubo na probe, posicione o brago para suporte de tubos

descartada no tanque de esgoto.
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PROCEDIMENTO DE INICIALIZAGAO DO CITOMETRO

A aquisigdo de dados no citdmetro de fluxo € um processo composto por varios passos. A figura a seguir mostra
os principais passos envolvidos. Sempre ligue o citdbmetro antes de ligar o computador. Isso permite que o

computador reconhega que o citdmetro esta conectado.

Inicializagao Realizagao do Otimizagao Aquisigdo Analise de Desligar
do citometro controle de dos ajustes de dados dados sistema
qualidade

Nota: a manutengéo diaria sera apresentada ao final deste médulo.

1. Ligue o citdmetro
O botao liga/desliga esta localizado na parte inferior direita do equipamento.
Ligue o computador

Escolha sua identificagdo de usuario e digite a senha (se aplicavel)

PREENCHENDO O TANQUE DE BD FACSFLOW™

1. Abra a gaveta de fluidos. Pressione STNDBY. Direcione a vélvula de pressao no sentido da seta,
retirando, desta forma, a presséo exercida no tanque de BD FACSFlow™.

2. Retire a mangueira de BD FACSFlow™ (branca) e a de ar (azul) do equipamento pressionando o clipe de
metal e puxando cada conector de seu encaixe.
Desconecte o sensor de fluidos pressionando as laterais enquanto puxa o conector plastico.

4. Empurre a tampa preta de metal e levante a para retira-la.
Retire o tanque de BD FACSFlow™, retire a probe de detecc¢ao de fluidos do tanque e preencha o mesmo

até % da sua capacidade com solugdo BD FACSFlow™ recomendada.
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Cuidado: Evite preencher o tanque de BD FACSFlow™ até sua capacidade maxima. Quando um tanque
cheio & pressurizado o fluido é forgado em diregdo a mangueira de ar impedindo a pressurizagdo adequada do
compartimento. Além disso, como séo colocados aproximadamente 400ml de hipoclorito no tanque de esgoto
(4L), preencher o tanque de BD FACSFlow™ em sua capacidade maxima fara com que o tanque de esgoto

ultrapasse a capacidade de volume maximo que este tanque comporta.

6. Reposicione o tanque de solugdo BD FACSFlow™
7. Recologue a tampa preta de metal fazendo com que a aba que se encontra ao lado direito da tampa
cubra a saliéncia de borracha.
8. Reposicione os conectores nos locais adequados.
¢ |Insira a probe de detecc¢éo de fluidos no tanque de BD FACSFlow™.
+ Recologue a mangueira de ar (azul) no equipamento pressionando o conector até ouvir o
clique.
* Recologue a mangueira de BD FACSFlow™ (branca) no equipamento pressionando o
conector até ouvir o clique.
¢ \Verifique se ndo existem bolhas nas linhas.
9. Cheque o filtro de solugdo BD FACSFlow™ para garantir que nao hajam bolhas de ar. Se existirem
bolhas, gentilmente balance o corpo do filtro para retira-las. Abra o clipe do filtro permitindo que a solugéo
BD FACSFlow™ pressurizada remova as bolhas para o tanque de esgoto. Feche o clipe do filtro. Repetir
o procedimento se necessario.
10. Cheque as mangueiras de BD FACSFlow™ do filtro e do tanque para verificar a presenga de bolhas.
Caso existam bolhas em qualquer destas mangueiras desconecta-las do equipamento e pressionar sua
ponta contra um tubo permitindo que a solugdo BD FACSFlow™ pressurizada forca as bolhas para fora

damangueira.

11. Direcione a valvula de pressé&o para pressurizar o sistema.
Cheque o tanque de BD FACSFlow™ para garantir que ele esteja pressurizado adequadamente; ele nao
deve se mover embaixo da tampa preta de metal.

ESVAZIANDO O TANQUE DE ESGOTO

1. Retire a mangueira de esgoto (laranja) e a de ar (branca) do equipamento pressionando o clipe de metal e
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Cuidado: E recomendavel que se esvazie o tanque de esgoto sempre que o tanque de BD
FACSFlow™ for preenchido. Isto previne que a capacidade maxima de volume que o tanque de esgoto
comporta seja ultrapassada. Siga as boas praticas de laboratorio: utilize equipamentos de seguranga

apropriados durante o manuseio de materiais provenientes do tanque de esgoto.

2. Desconecte o sensor de fluidos pressionando as laterais enquanto puxa o conector plastico
Retire o tanque de esgoto e a probe de detecgéo de fluidos de seu interior e esvazie o tanque de acordo
com as regulamentacoes locais, estaduais, e federais de manipulagao de material infectante.
4. Preencha o tanque de esgoto com 400mL de hipoclorito puro. Este procedimento permitird uma diluigao
final de 1/10 do hipoclorito uma vez que o tanque atingir sua capacidade maxima.
Reposicione o tanque de esgoto
6. Reposicione os conectores nos locais adequados
* Insira a probe de detecg¢do de fluidos no tanque de esgoto
¢ _.Recologue a mangueira de esgoto (laranjal) no equipamento pressionando o conector até ouvir o
cliqgue

¢ Recologue a mangueira de ar (branca) no equipamento pressionando o conector até ouvir o clique

& BD

BD, Logo BD e todas as outras marcas s3o propriedade de Becton, Dickinson and Company. © 2021 BD 190



Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Nota: Permitir que o laser seja aquecido por 5 minutos depois que o equipamento for ligado. antes de introduzir

amostras.

As informacgbes contidas nessa se¢do podem ser encontradas Capitulo 3: Iniciar, das Instrugées de Uso do BD
FACSCalibur™.

PROCEDIMENTO PARA DESLIGAR O CITOMETRO

A aquisicdo da dados no citdbmetro de fluxo € um processo composto por varios passos. A figura a seguir mostra

0s principais passos envolvidos.

Inicializagéo | Realizagédo do | Otimizagao .| Aquisicao .| Andlise de .| Desligar
do citbmetro v controle de 7| dos ajustes | de dados v dados | sistema
qualidade

Sempre limpe o instrumento antes de desliga-lo ao final da rotina. A limpeza apropriada ira garantir que o
equipamento funcione consistentemente.

Para prevenir que o tubo de injegdo de amostra fique obstruido ou para retirar residuos de corantes & necessario
passar hipoclorito na probe ao final do dia seguido por agua destilada. Siga este procedimento logo apo6s analisar

amostras viscosas ou corantes como lodeto de propidium, laranja de acridina ou laranja de tiazol.
LIMPEZA APOS AQUISIGAO - COM HIPOCLORITO 0,5 %

1. Selecione o botdo de controle de fluidos RUN, instale um tubo contendo 3 mL de hipoclorito na probe com
o brago para suporte de tubos posicionado para o lado (direito ou esquerdo). Deixe que o vacuo aspire 2

mL de solugdo. Usar hipoclorito com concentragdo de 0,5%.

2. Posicione o brago para suporte de tubos no centro embaixo do tubo de amostra e deixe o hipoclorito

correr por 5 minutos.

As informagdes contidas nessa se¢do podem ser encontradas Capitulo 7: Desligar, das Instrugées de Uso.
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LIMPEZA COM AGUA DESTILADA

1. Instale um tubo contendo 3mL de agua destilada na probe com o brago para suporte de tubos posicionado
para o lado (direito ou esquerdo) e deixe que o vacuo aspire 2 mL de agua destilada.

2. Posicione o brago para suporte de tubos no centro embaixo do tubo de amostra e deixe correr por 5
minutos em HI.
Selecione o botao de controle de fluidos STNDBY.

4, Instale um tubo contendo nao mais que 1mL de agua destilada na probe.

A

Cuidado: A solugdo BD FACSFlow™ pode retornar para o tubo e fazer com que o volume do tubo
ultrapasse sua capacidade maxima se o mesmo tiver mais de 1mL de agua destilada. Isto pode afetar a
performance do instrumento.

5. Caso nao hajam mais amostras a serem analisadas, selecione Menu Apple > Shutdown para desligar o
computador e entdo desligar o citbmetro.
O tubo de agua destilada deve permanecer na probe para evitar que depdsitos de sal sejam formados no

tubo de injecdo de amostra.
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MANUTENGAO PERIODICA

Os seguintes procedimentos de manutengdo periédica sdo necessarios para manter a performance do

instrumento.

+ Limpeza do sistema fluidico (mensal)
¢ Limpeza do filtro de ar
» Troca da Vedagao Bal

A secao seguinte descreve o procedimento de limpeza do sistema fluidico.

LIMPEZA DO SISTEMA FLUIDICO

Realizada em todo sistema fluidico deve ser realizada ao menos uma vez ao més ou mais freqlientemente se
houver uma rotina com grande volume de amostras ou corantes como iodeto de propidio, laranja de acridina ou
laranja de tiazol forem utilizados.

1. Ligar o citdmetro

2. Verifique se a valvula de pressao, localizada entre os reservatorios de fluidos e esgoto, esta desligada
(sentido contrario da seta).
Pressione o clipe de metal, retire a valvula de fluido (branco) e mantenha a valvula de ar (azul) conectada.
Desenrosque a tampa do reservatorio de fluido e retire o sensor de detecgéo.
Deslize o protetor de metal que fica sobre o reservatdrio de fluido para a frente.
Remova o reservatério de fluido.

Instale um reservatorio sobressalente (usado somente para esta finalidade) no lugar do reservatério de
fluido, contendo 1 a 2 litros de hipoclorito 0,5%.

8. Recoloque o protetor de metal, ajustando-o sobre os pinos e deslizando-o para tras.

9. Pressione o clipe de metal e retire a valvula que esta sobre a porta de entrada do filtro de BD FACSFlow™.
10. Conecte a valvula do fluido (branco) na porta de entrada da valvula do filtro BD FACSFlow™, que foi

retirado. Deixe o conector do filtro BD FACSFlow™ solto.
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16.

1.

J - =y

salin flter port ~

haath ning

A

Essa mangueira estava
concctada em 1, ¢ passa
a estar conectada em 2.

Essa mangueira fica desconectada.

Ligue a valvula de pressao (sentido da seta).

Pressione o botdo de velocidade de fluxo em HI (Alto) e coloque um tubo contendo 3 mL de hipoclorito
0,5% na inje¢do de amostra (SIP), com brago fechado.

Pressione o bot&o de controle de fluido RUN e deixe a solugéo ser aspirada por 20 a 30 minutos.

Remova o tubo contendo hipoclorito que esta na injegdo da amostra (SIP).

Repita as etapas 6 a 12, substituindo o reservatério de hipoclorito 0,5% pelo reservatério com agua
destilada (reservado apenas para essa finalidade). O tubo com hipoclorito também deve ser substituido
por um tubo contendo 3 mL de agua destilada.

Finalizadas estas etapas, substitua o reservatorio de agua destilada pelo reservatoério contendo solugéo
BD FACSFlow™. Instale um tubo contendo 1mL de agua destilada na probe.

Selecione o botdo STNDBY.

Neste ponto, pode-se desligar o citbmetro se ndo houverem mais amostras. O tubo de agua destilada deve

permanecer na probe para evitar que depdésitos de sal sejam formados no tubo de injegdo de amostra.
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Nota: Se o equipamento ndo for utilizado por uma semana ou mais, realizar uma limpeza do sistema fluidico e

mantenha agua destilada na probe até que o equipamento seja utilizado novamente.

As informagdes contidas nessa segdo podem ser encontradas Capitulo 7: Desligar, das Instrugées de Uso do BD

FACSCalibur™,
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DICAS PLATAFORMA Mac OS X

A mesa Mac OS X
Menu da Apple

fcone Alias
Dock
Barra do menu

fcone do disco rigido

© a0 Rk LW =~

fcone da pasta

RO T Splie Sl s

Uso do menu da Apple

About this Mac - exibe informagao sobre o computador.

Software Update — identifica novos softwares e permite que vocé faga o download e instale atualizagées no seu
computador.

Mac OS X Software — direciona-o para a pagina inicial do Mac OS X da Apple, onde vocé pode baixar os
softwares de atualizagdes do Mac OS X.

System Preferences — permite que vocé faca alteragdes nas preferéncias do sistema.

Dock — permite que vocé faga alteragdes nas configuragdes do Dock.

Location — permite que vocé faga alteragGes nas preferéncias da rede.

Recent Icons — permite que vocé abra rapidamente os documentos e aplicativos recentemente usados.
Force Quit — permite que vocé saia forgado de um aplicativo.

Sleep - permite que vocé coloque seu computador em modo de espera.

Restart — permite que vocé re-inicie seu computador.

Shut Down - permite que vocé desligue seu computador.

Log Out — permite que vocé desconete o usuario atual.

Organizacao dos icones na sua Mesa

1. Pressione o menu View.

2. Faca uma das opgoes:
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e Para organizar os icones na sua mesa, selecione Arrange e selecione uma estrutura no menu oferecido.
(Vocé pode organizar seus icones por nome, data de modificacdo, data de criagdo, tamanho, ou marcagéao.)
e Para alinhar os icones na sua mesa, selecione Clean Up no menu oferecido.
Nota: Para mais opgées de icones de mesa, selecione Show View Options do menu View ou pressione
Comando + J.
Operacao com Janelas
Cada janela possui uma barra de titulo que contém o nome da janela ativa, a pasta, ou item, e os botdes Fechar,
Minimizar e Zoom.

® Fechar — Pressione o botédo Fechar para fechar a janela ativa.

) Minimizar — Pressione o botdo Minimizar para minimizar a janela em um iconeno Dock.

A Zoom — Pressione o botdo Zoom para mudar o tamanho da janela.
Nota: Vocé também pode pressionar e arrastar o botdo no canto inferior direito para redimensionar a janela;

entretanto, nem todas as janelas podem ser redimensionadas.

Uso do Dock

O Dock é uma nova caracteristica do OS X. O Dock exibe os icones do aplicativo, as pastas, Web sites,
servidores, links, e outros itens. O Dock é dividido em duas se¢des por uma linha, chamada de Divisor. Os icones
para os aplicativos estdo dispostos na parte esquerda do Divisor, enquanto que todos os outros icones estido

dispostos no lado direito. Para abrir um item no Dock, pressione o icone do item.

Adicdo de itens ao Dock

» Para adicionar uma aplicagdo ao Dock, pressione e mantenha pressionado o icone Dock para o aplicativo e
selecione Keep in Dock do menu pop-up. (Aplicativos abertos ficam marcados com um tridngulo preto na parte de

baixo do icone.)
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e Para adicionar aplicativos ou outros itens ao Dock, arraste o icone da mesa ou de uma janela Finder parao
Dock. (Posicione os icones de aplicativos a esquerda e todos os outros icones a direita do Divisor.)
Nota: Para remover um item do Dock, arraste o item para fora do Dock para a mesa. Vocé ndo pode remover

icones de aplicativos abertos.

Uso do Exposé
Exposé permite que vocé tenha acesso instantaneo a qualquer janela da sua mesa.

 Para exibir todas as janelas abertas, pressione F9.

e Para exibir todas as janelas abertas d o aplicativo atual, pressione F10.

e [Para esconder todas as janelas abertas, pressione F11.

Nota: Quando a seta do mouse estiver em descanso (espera) em uma janela apos pressionar F9 ou F10, a janela
ficara iluminada e o nome seréa exibido. Para tornar a jenla ativa, pressione F9 ou F10 novamente ou pressione na
Janela iluminada.

Nota: Este manual foi escrito usando-se a versdo 10.3 do Mac OS. Algumas caracteristicas podem variar com
versées diferentes de OS X. O simbolo ® Novo se refere a itens que sdo novos na verséo 10.3.

Finder

Uso do Finder

O Finder Ihe da acesso a todos os aplicativos e documentos de seu computador. Para abrir uma janela Finder,
selecione New Finder Window do menu de arquivos ou pressione Comando + N. (Como padrdo, uma nova

Janela Finder se abre na pasta Home do usuario atual.)
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1. Action Menu — permite que vocé atue nos itens selecionados na janela Finder.

2. Forward and Backward Buttons — permite que vocé navegue dentro do Finder.

3. View Buttons — permite que vocé altere como os itens sdo exibidos na janela do Finder. (Vocé pode
visualizar seus itens como icones, listas ou em colunas.)

4. Sidebar — exibe os volumes no seu computador incluindo os discos rigidos, volumes de rede, CDs e DVDs.

5. Toolbar Button — permite que vocé esconda e exiba a Sidebar e a barra de ferramentas no topo dajanela
Finder.

6. Search Field — permite que vocé procure itens no seu computador.

Ajuste das Preferéncias do Finder

1. Selecione Preferéncias no menu do Finder.

2. Pressione os botdes General, Labels, Sidebar, e Advanced no topo da janela para ajustar as preferéncias.

3. Pressione o botdo Fechar quando tiver terminado.

Nota: Vocé também pode pressionar Comando + para acessar as preferéncias do Finder.
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Aplicativos
Comeco do Aplicativo
e Para comecar um aplicativo na janela do Finder ou da mesa, pressione duas vezes o icone do aplicativo ou
alias.
e Para iniciar um aplicativo do Dock, pressione o icone do aplicativo no Dock.
e Para iniciar um aplicativo recentemente usado, selecione Recent ltems do menu Apple e selecione o

aplicativo do menu oferecido.

Alternancia entre aplicativos abertos
1. Pressione e mantenha pressionado o botdo de comando e pressione o botdo Tab para rolar pelos aplicativos

abertos. (Seus aplicativos abertos aparecerdo como icones grandes no centro de sua mesa.)

2. Libere os botdes para alternar para o aplicativo selecionado.

Saida do aplicativo

Para sair de um aplicativo ativo, faga uma das seguintes opcgoes:
e Selecione Quit no menu de aplicativos.
+ Ctrl + pressione o icone do aplicativo no Dock e selecione Quit do menu pop-up.

¢ Pressione Comando + Q.

Saida Forcada do Aplicativo
1. Selecione Force Quit no menu da Apple ou pressione Comando + Option + Escape.

2. Selecione o aplicativo na janela Force Quit Applications.
3. Pressione o botdo Force Quit.
Nota: Vocé também pode pressionar e manter pressionado Ctrl + Option e pressionar o icone do aplicativo no

Dock, e selecionar Force Quit no menu pop-up.
Documentos e Pastas

Abrir pastas
e Para abrir uma pasta, pressione duas vezes o icone da pasta na janela Finder ou na mesa.
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e Para abrir uma pasta do Dock, pressione na pasta para abri-la.
Nota: Para fechar uma pasta, pressione no botdo Fechar na janela do Finder.

Abrir documentos

o Para abrir um documento em uma janela Finder ou da mesa, pressione duas vezes sobre o icone do
documento ou alias.

e Para abrir um documento recentemente usado, selecione Recent Iltems do menu Apple e selecione o
documento do menu oferecido.

e Para abrir um documento com um aplicativo diferente, Ctrl + pressione icone do documento ou alias,
selecione Open With do menu pop-up, e selecione um aplicativo do menu oferecido, ou arraste o icone do
documento para o icone do aplicativo ou alias.

Nota: Vocé também pode selecionar o documento na janela Finder, pressionar o menu Action e selecionar Open

no menu oferecido.

Fechar documentos

Para fechar um documento, faga uma das seguintes opg¢des:
* Pressione o botdo Fechar na janela do documento.
+ Selecione fechar no menu de arquivos.

¢ Pressione Comando + W.

Criacdo de uma nova pasta

1. Abra uma janela Finder.
Selecione o local onde vocé quer posicionar a nova pasta.
Selecione New Folder no menu de arquivos ou pressione Comando + Shift + N.

Nomeie a pasta sobre o “untitled folder”.

o~ N

Pressione o botdo Return.
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Renomeacio de um documento ou pasta

1. Pressione no nome do item para seleciona-lo. (Uma linha azul ira aparecer ao redor do nome para mostrar
que ele foi selecionado.)

2. Nomeie o documento ou a pasta com novo nome.

3. Pressione a botdo Return.

Nota: Nomes de arquivos ndo podem conter alguns caracteres, como por exemplo dois pontos (:), ou barra (|).

Vocé pode néo ter permisséo para renomear certas pastas.

Mover ou copiar um documento ou pasta
e Para mover um documento ou pasta, arraste o documento ou pasta para a nova localidade.

e Para copiar um documento ou pasta, segure o botao Option e arraste o documento ou pasta para a nova
localidade.

» Para copiar um documento ou pasta usando ‘copiar e colar’, selecione o item e selecione Copy do menu de
edigdo (Edit).

Nota: Para mover ou copiar um item, vocé podera precisar abrir uma nova janela Finder.

Adicdo de um marcador colorido em um item

Vocé podera marcar com cores o0s itens da sua mesa e na janela Finder para organizar itens.

1. Ctrl + pressione o item que vocé quer marcar com cor.

2. Selecione uma cor do menu pop-up.

Nota: Vocé também pode selecionar o item que vocé deseja colorir e selecionar uma cor para marca-lo a partir do

menu de arquivo (File).

Criacdo de um alias (atalho)

Um alias é um link para itens acessiveis no seu computador, como documentos, pastas e aplicativos. icones alias
sdo marcados com uma seta no canto inferior esquerdo.

1. Selecione o item para o qual vocé deseja criar um alias.

2. Selecione Make Alias do menu de arquivos (File) ou pressione Comando + L.

Nota: Vocé também pode pressionar e manter pressionado o Comando + Option enquanto vocé arrasta o icone

do item para a mesa ou para uma oultra past
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Deletar e recuperar itens deletados

» Para deletar um documento ou pasta, arraste o item para o icone Trash ou Ctrl + pressione no item e
selecione Move to Trash no menu pop-up. (vocé ndo pode colocar itens trancados no Trash.)

» Para recuperar um item do Trash, pressione duas vezes o icone Trash para abrir o item e arraste o item para
fora do Trash.

Nota: Alguns itens o alertardo que serdo deletados imediatamente. Pressione o botdo OK para continuar. Estes

itens ndo sdo colocados no Trash e ndo podem ser recuperados.

Esvaziar o Trash (lixeira)

1. Selecione Empty Trash do menu Finder ou pressione Comando + Shift + Delete.
2. Pressione o botdo OK.

Nota: Vocé ndo pode recuperar itens depois que o Trash tiver sido esvaziado.

Obter informacé&o sobre um item

1. Para obter informagao sobre um documento ou pasta, selecione o item na mesa ou em uma janela Finder.
2. Selecione Get Info do menu de arquivos (File) ou pressione Comando + 1.

Nota: Vocé também pode Ctrl + pressionar em um item e selecionar Get Info no menu pop-up.

Fontes

Trabalho com fontes

+ No Mac OS X, as fontes sdo armazenadas em varias localidades do seu computador. As fontes sdo
armazenadas na pasta Font da pasta Library do seu disco rigido e na pasta Library da pasta System. (As fontes
armazenadas na pasta Library da pasta System sdo necessarias para a operagdo do sistema e ndo devem ser
deletadas.)

* Vocé pode também colocar as fontes na pasta Fonts da pasta Library de sua pasta Home. (Somente vocé tem

acesso as fontes na pasta Fonts da pasta Library ou da pasta Home.)
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Pré-visualizacdo das fontes no Font Book

O Font Book & o programa de gerenciamento de fontes padrdo construido no Mac OS X. (Vocé pode gerenciar
suas fontes usando o Font Book ou um aplicativo de gerenciamento de fontes terceirizado.)

1. Pressione duas vezes o icone do Font Book na janela Finder. (Como padrao, o Font Book esta localizado na
pasta Applications no seu disco rigido.)

2. Selecione a colegio de fontes na coluna Collection.

3. Selecione a familia de fontes na coluna Font.

4. Pressione o triangulo préoximo ao nome da familia de fontes e selecione um typeface do menu oferecido.

5. Opcional: para pré-visualizar a typeface em diferentes tamanhos, pressione a seta na caixa Size do painel

pré-visualizagao e selecione um tamanho.

Habilitacdo e desabilitacdo de uma fonte

Vocé pode usar o Font Book para desabilitar uma fonte de forma que ela ndo aparecga na lista de fontes
disponiveis para um aplicativo.

1. Em Font Book, selecione a colecio de fontes na coluna Collection.

2. Selecione a fonte ou a familia de fontes na coluna Font que vocé queira habilitar ou desabilitar.

3. Proceda de uma das maneiras:

s Para desabilitar uma fonte, pressione o botdo Disable e pressione o botdo Disable na caixa de dialogo que
aparecer.

e Para desabilitar um grupo de fontes, pressione Option, pressione em Disable All, e pressione o botado
Disable na caixa de dialogo que aparecer.

e Para habilitar uma fonte, pressione Enable.

e Para habilitar um grupo de fontes, pressione Option e pressione Enable All.

Nota: Vocé pode nédo ter permisséo para alterar as configuragées de fontes.
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Instalacdo de fontes usando o Font Book

1. Pressione duas vezes o arquivo de fontes que vocé queira instalar. (Como padrdo, o Font Book se abrira.)

2. Pressine em Install Font. (/sto coloca a fonte na pasta Fonts da pasta Library de sua pasta Home, fazendo
com que a fonte seja somente acessivel a vocé.)

3. Opcional: Para tornar a fonte acessivel a outros usuarios, arraste a fonte para a pasta Computer na coluna
Collection do Font Book. (Se a pasta Computer ndo estiver aparecendo, pressione no tridngulo proximo a All
Fonts.)

Nota: Vocé também pode adicionar fontes manualmente a pasta Font de seu disco rigido.

Remocéo de fontes usando o Font Book

Nao remova fontes requeridas pelo Mac OS X. Se vocé usar o modo Classic, ndo remova fontes requeridas para
o ambiente Classic, incluindo Charcoal, Chicago,Geneva, Monaco e New York.

1. No Font Book, selecione a colegao de fontes na coluna Collection.

2. Selecione a fonte que vocé queira remover na coluna Font.

3. Selecione Remove Font do menu de arquivos (File).

4. Pressione o botdo Remove da caixa de dialogo que aparecer.

Nota: vocé também pode remover manualmente as fontes de sua pasta Font de seu disco rigido, desde que tenha

permisséo.
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Seguranga

Esvaziamento seguro do Trash

Itens deletados podem ser recuperados usando-se o software de recuperagdo de dados mesmo depois que o
Trash tiver sido esvaziado. Para assegurar que 0s arquivos ndo possam ser recuperados, coloque os itens no
Trash e selecione Secure Empty Trash do menu Finder. Pressione o botdo OK para confirmar que vocé quer

deletar permanentemente os itens no Trash.

Bloqueio e desbloqgueio de itens

Vocé pode bloquear seus documentos e pastas para impedir que outros usuarios os alterem ou deletem. Vocé
pode nao ter acesso ao bloqueio ou desbloqueio de todos os itens.

1. Selecione o documento ou pasta que vocé queira bloquear ou desbloquear.

2. Selecione Get Info do menu de arquivos (File) ou pressione Comando + I. (Vocé pode também executar Ctrl
+ pressionar no documento ou pasta e selecionar Get Info no menu pop-up.)

3. Faga uma das seguintes opgdes:

e Para bloguear o documento ou pasta, cheque a caixa Locked.

» Para desbloquear um documento ou pasta, limpe a caixa Locked.

4. Pressione o botdo Close quando tiver terminado.

Nofta: se a caixa Locked estiver marcada, vocé ndo tera acesso para bloquear ou desbloquear o item. Para

checar os direitos e permissées, pressione o tridngulo proximo a Ownership & Permissions na janela Info.
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Ajuste das preferéncias de seguranca

1. Selecione System Preferences no menu Apple.

2. Pressione o icone Security na segido Personal.

3. Faga uma das seguintes opgdes:

» Para configurar uma senha mestre para o computador, pressione Set Master Password, digite uma senha
nas caixas Master Password e Verify. Digite uma dica na caixa Hint, se desejado.

e Para solicitar uma senha para despertar o computador, marque a caixa Require password to wake this
computer from sleep or screen saver.

e Para desabilitar o login automatico, marque a caixa Disable automatic login.

e Para solicitar uma senha ao fazer alteragbes nas preferéncias do sistema de seguranga, marque a caixa
Require password to unlock each secure system preference.

o Para ajustar o computador para log out automatico, marque a caixa Log out after 60 minutes of inactivity.
Pressione nas setas na caixa de tempo e selecione um tempo para desconectar.

4. Pressione Close quando vocé tiver terminado.

Nota: Vocé deve ter um nome e senha de administrador para mudar a maioria das configuragbes de seguranca.
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Extras

Ejetar itens

Para ejetar discos, CDs, DVDs, volumes de servidor, ou outros itens, faga uma das seguintes opgdes:

Selecione o item e pressione Comando + E.

Pressione F12.
Selecione o item e selecione Eject do menu de arquivos (File). -
Arraste ou item para o icone Trash no Dock. —

Pressione o botao Eject proximo ao icone do item no Finder Sidebar.

Captura da tela

Para capturar a tela inteira, pressione Comando + Shift + 3.

Para capturar uma sec¢do da tela, pressione Comando + Shift + 4 e pressione e arraste o apontador do

mouse para selecionar a secao.

Para capturar a janela ativa, pressione Comando + Shift + 4. Quando a seta do mouse se transformar em um
alvo (#), pressione o Spacebar. O apontador do mouse se transformara em uma camera. Pressione o apontador
do mouse para capturar a janela.

Nota: Vocé nédo pode capturar o apontador do mouse usando este utilitario de captura. As imagens sdo salvas no

formato .pdf.
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Uso do utilitario Grab

1. Abra o utilitario Grab. (Como padrao, o Grab esta localizado na pasta Utilities da pasta Applications do seu
disco rigido.)

2. Pressione no menu Capture e faga uma das seguintes opgdes:

o Para capturar uma seleg¢édo, selecione Selection do menu oferecido e arraste o apontador do mouse até a
selecao.

o Para capturar uma janela, selecione Window do menu oferecido, pressione o botdo Close Window, e
pressione na janela.

e Para capturar a tela inteira, selecione Screen do menu oferecido e pressione fora da janela Screen Grab.
e Para cronometrar a captura, selecione Timed Screen no menu oferecido e pressione o botao Start Timer.
(Como padrao, o Grab ira capturar a tela dez segundos ap6s vocé pressionar o botdo Start Timer).

Nota: Para guardar uma captura, selecione Save do menu File e digite o nome do arquivo na caixa Save As.

Selecione um local e pressione o botao Save. O Grab salva arquivos no formato .tif.

Desconectar
1. Selecione Log Out “user name” do menu Apple ou pressione Comando + Shift + Q.
2. Pressione o botdo Log Out na caixa de dialogo que aparece.

Nota: Para desconectar imediatamente, pressione Comando + Shift +Option + Q.

Reiniciar o computador

1. Feche documentos e aplicativos abertos.
2. Selecione Restart do menu Apple.

3. Pressione o botdo Restart.
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Fechar o computador

1. Feche documentos e aplicativos abertos.

2. Selecione Shut Down do menu Apple.

3. Pressione o botdo Shut Down.

Nota: Se outros usuarios estiverem conectados no computador, vocé deve digitar o nome e senha do
administrador nas caixas Name e Password e pressionar o botdo Shut Down ou desconectar cada usuario

individualmente.

Impressao
Uso do utilitario de configuracao da impressora

1. Abra o Printer Setup Utility. (Como padrdo, o Printer Setup Ultility esta localizado na pasta Utilities do
Applications no seu disco rigido.)

2. Facga qualquer uma das opgdes:

e Para configurar as preferéncias no Printer Setup Ultility, selecione Preferences no menu Printer Setup Utility
e selecione as opgdes.

e Para adicionar uma impressora, selecione Add Printer no menu Printers, ou pressione o botdo Add. Localize
e selecione a impressora que vocé queira adicionar e pressione o botao Add.

e Para configurar uma impressora como a impressora padrao, selecione a impressora da lista de impressoras e
selecione Make Default no menu Printers, pressione o botdo Make Default, ou pressione o Comando +D.

e Para deletar uma impressora, selecione a impressora da lista de impressoras e selecione Delete Selected
Printers do menu Printers, ou pressione o botdo Delete.

3. Pressione Close quando tiver terminado.
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Ajuda

Uso do Help Viewer

e Para abrir o Mac Help, selecione Mac Help do menu Help ou pressione Comando + ?.

» Para buscar no Mac Help, pressione o atalho Browse Mac OS Help. Selecione um assunto no painel a
esquerda, selecione um subassunto, e pressione um assunto para abrir o texto de ajuda.

e Para navegar no Help Viewer, pressione os botées Back e Forward, ou pressione o botdo Home para
retornar para o Mac Help Home.

e Para imprimir um assunto do Help, abra o assunto e selecione Print no menu File. (Se houver uma coluna de

contetidos ao lado, pressione no texto do assunto selecionado e selecione Print do menu File.)

Uso da busca no Help

1. Opcional: Para visualizar toda a ajuda disponivel, pressione no icone da lupa na caixa Ask a Question e
selecione Search All Help do menu oferecido.

2. Digite uma palavra ou frase na caixa Ask a Question e pressione Return.

3. Faga uma das seguintes opgdes:

o Para visualizar o resumo de um assunto, pressione em um assunto da lista. (O resumo é exibido na parte de
baixo da janela Help Viewer.)

e Para abrir o assunto, pressione duas vezes um assunto da lista.

Nota: Para comegar uma nova busca em uma janela separada, selecione New do menu File ou Comando+ N.
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Shortcuts
Shortcuts comuns do Mac OS X

Fechar janela +W File / Close Window
Fechar todas as janelas + Option + W -
Conectar com o servidor de rede + Shift + K Go / Network
Conectar com o servidor + K Go / Connect to server
Copiar +C Edit / Copy
Criar Alias +L File / Make alias
Cortar +X Edit / Cut
Duplicar +D File / Duplicate
Ejetar +E File / Eject
Encontrar +F File / Find
Forcar a saida + Option + Esc Apple / Force Quit
Obter informacao +1 File / Get info
Esconder Finder +H Finder / Hide Finder
Esconder outros + Option + H Finder / Hide Others
Desconectar + Shift + Q Apple / Log out "user name”
Ajuda do Mac +7 Help / Mac Help
Minimizar a janela +M Window / Minimize Window
Mover para o Trash + Delete File / Move to Trash
Nova janela Finder +N File / New Finder Window
Nova pasta + Shift + N File / New Folder
Abrir +0 File / Open
Colar +V Edit / Paste
Salvar +S File / Save
Mostrar / Ocultar Dock + Option + D Apple / Dock / Turn Hiding On/Off
Mostrar original +R File / Show Original
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Selecionar tudo +A Edit / Segect All
Trocar de aplicativo + Tab -
Desfazer +Z Edit/ Undo
Vizualizar como colunas +3 View / View as Columns
Visualizar como icones +1 View / View as Icons
Visualizar como listas +2 View / View as Lists
Sair do aplicativo +0 “Application” Menu / Quit “Application”
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Simbolos para caracteres Especiais

Comando

Controle
Deletar a

Seta para Baixo

Fim ™
Enter

Escapar(esc) ]
Deletar para frente B>
Setaparaesquerda bl
Opcéo -~
Pagina para baixo I
Pagina para cima 0
Retorno <
Setaparadireita bl
Shift 6
Topo (Home) ™
Seta para cima T
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Manual de Configuracao de
Exportacao/Importacao
de arquivos (BD
Multiset™/SISCEL)
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Problemas encontrados
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Quantificacao de linfécitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Configuragao do BD Multiset™ para exportagao de
arquivo para o SISCEL

Inicialmente, abrir o BD Multiset™, com duplo clique sobre o icone:

Na tela inicial, clicar em “ACCEPT", conforme figura 1.

[ { untitied

ED

| =)

Figura 1 — Tela inicial do BD Multiset™

Apos clicar na opgao descrita na figura 1, o programa apresentara a tela da figura 2.

" @ MuliSET File Edit Cytometer Tools Help 4) Frizgasam @

806
5

Message: Please enter set Up infarmation and ciick the Accept Buttan

[#] untitled

K

-]
\

Automatic Saving Options
™ Data Files (Location... )
FACSTation 80 Files MultiSET Files 200707

Data Source
O From Data Files
@ From Cytometer: Acquisition with Analysis

Figura 2 — Selecionan

") From Cytometer: Acquisition Only

Entry Level File Name Prefix
T)Ssample Name () Case Number

® sample ID ~) Date - DDMMYY
*) Custom

T Add Entry Number as Prefix

View Reports
@ Until "Next” Button Pressed
) For $

™ Laboratary Report [ Location...
FACSTation:BD Files-MuliSET Files:200707:

# Physician Report Location...
FACSTation:BD Files MultiSET Files: 200707:

# summary Report (" Location...
# Use Date Generated File Name
FACSTay 7:200707.5um

# Export Document  (_Location...
# Use Date Generated File Name
FACSTation:BD Files:M...e5:200707:200707.

BD, Logo BD e todas as outras marcas sao propriedade de Becton, Dickinson and Company. @ 2021 BD
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Note que as opgbes “EXPORT DOCUMENT > USE DATE GENERATED FILE NAME" devem
estar selecionadas. Va entdo até o menu superior e abra a op¢do “BD MULTISET™ >
PREFERENCES", conforme mostrado na figura 3.

" @ File Edit Cytometer Tools Help 4 Figasam @
® About MultiSET i & untitled
SN B - = =
© @ [ & O 1[4 B
¥ E=E) S V4 | L=
Services » N racocoms | vestrrons | sampies | achuistion | sdatysis | Langepon | phye summary
Me: ' Hide MultiSET 3€H Mion and click the Accept buttan.
Hide Others  \%H
ow All
Quit MuliSET ~ %Q
Data Source _ - Automatic Saving Options
() From Data Files ™ Data Files ( Location_ )
@ From Cytometer: Acquisition with Analysis FACSTation 80 Files MUltSET Files: 071207
() From Cytometer: Acquisition Only @ Laboratory Report Eloanon=—3

FACSTation:BD Files-MultiSET Files:071207:
Entry Level File Name Prefix ettt

() sample Name () Case Number @ Physician Report  (_Lacation... )
@ sample ID () Date - DDMMYY FACSTation BD Files-MultiSET Files-071207:

e I
O Custom @ summary Report  (_Location__.

¥ Use Date Generated File Name

Stidd By M b st s FACSTation 80 Flles:Mu...5:071207-071207.sum

View Reports

@ Until ":exl“ Button Pressed  Export Document  (Location...

= = @ Use Date Generated File Name
For: 0 seconds b FACSTation BD FilesM, e5:071207:071207 exp

JOGIENE - sl
Figura 3 — Abrindo a opgado PREFERENCES

Selecionada essa opgao, o proximo passo e procurar pela opgéo “EXPORT” (primeira opgao) no
menu do lado esquerdo da tela, conforme figura 4.

" @ MuliSET File Edit Cytometer Tools Help A Frizasrm @

it

[ & | | s | e o e
MultiSET Preferences { ]

|| —Cheose the Export File Format
|
I}

@ Tab Delimited
Macintosh apglications can kmport this formar)

"~ Comma Delimited

B0 -,

Select Values to Export

i

(" Cancel i save )

TMer. eI,

Figura 4 — Configuracao de exportacdo do BD Multiset™

Na tela mostrada na figura 4, € necessario selecionar a opgao “TAB DELIMITED", feito isso, &

necessario clicar no botdo “SELECT VALUES TO EXPORT". A préxima tela é composta por

duas colunas, conforme mostrado na figura 5. v,
A7)
> 4
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BD FACSCalibur™

|- .' MultiSET File Edit Cytometer Tools Help

«) Frizasem @ 7

[ 2 lmla

W

Fleld Type
fichedule Informatien ]

Samale Information
Test Results
CD4/CDS/CD3

CD4/CDE/CD3 TruC
CD3/CD4/CD45
€D3/CD4/CDA5 TruC
CD3/CDE/CD45

Export Field Selection

Select the values to export

Fields To Export

M

Operator
Cytometer

Cytometer Serial Number
Software Version

€D3/CDE/CD4S TruC

D3/
CD3/CD16+56/CD45 TruC -
CD3/CD&/CD45/CD4 £

Total fields selected. 8§

[ Select All | Deselect All ) Cancel

Figura 5 — Selecao de paradmetros a serem exportados.

A coluna da esquerda é composta por diversos grupos diferentes, nas trés primeiras linhas
aparecem os dados gerais do programa. Ja na coluna da direita aparece a descrigdo de cada um
dos campos a serem exportados. Como configuragdo padrdo, o BD Multiset™ possui mais de 200
campos a serem exportados. O primeiro passo entdo € clicar no primeiro item da esquerda
“SCHEDULE INFORMATION”, e em seguida, clicar no botdo “DESELECT ALL", conforme

destacado na figura 6.

<) Frizasem @

" @ MultiSET File Edit Cytometer Tools Help

Export Fleld Selection

Select the values to export

CD4/CDE/CD3 TruC m Cytometer Serial Number
€D3/CD4/CDA5 Software Version

CD3/C019/C045
CD3/CD19/C045 TruC
CD3/CD16+56/CD45
CD3/CD16 +56/CD45 TruC
CD3/COE/CDA5/CO4

Total fields selected: 8§

Fields To Export

select All_@ZT Deselect AT~ ( cancel )

Esse mesmo procedimento deve ser repetido em todos os itens do lado esquerdo, até que
aparecga o valor 0 (zero) para o campo “TOTAL FIELDS SELECTED”. Esse campo é destacado

na figura 7.
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" @ MultiSET File Edit Cytometer Tools Help <) Friz4sem &
e —
| | I ) I ¢ |
s £ l (@) r|
MultiSET P rence i
Yooort | sum
) Export Field Selection
Select the values to export
Field Type Fields To Export
fschedule information ]
es s

D4y coa coz TruC
CD3/CD4/CD45
CD3/CD4/CD45 Trul
CD3/€D8/CD4S
CD3/CD8/CD4S TruC
CD3/CD13/CD45
CD3/CD18/CDA5 TruC
CD3/CD16+56/CD45
CDZ/CD1E+56/CO45 Trut
CD3/CD8/CD45/C04

Total fields selected: 8
Select All ) ( Deselect All ) (Cancel ) (0K

LJ Chilexls

Figura 7 — Locallzagao docamo “TOTAL FIELDS SELECTED”

Assim que ndo houver mais nenhum campo selecionado, € necessario entdo selecionar quais os
campos a serem exportados. Na coluna da esquerda “FIELD TYPE", selecione a opg¢ao
“SAMPLE INFORMATION”. Marque entdo, na coluna da direita “FIELDS TO EXPORT” somente
duas opgdes: “SAMPLE ID" e "DATE ANALYZED", conforme mostrado na figura 8.

r - B |
xport Field Selection

Select the values to export

Field Typ Fields To Export

1-

Figura 8 — Campos a serem selecionados na opg¢ao “SAMPLE INFORMATION"
O préximo passo € procurar pela décima quinta linha da coluna esquerda “CD3/CD8/CD45/CD4
TruC”. Nessa opgdo, mais oito campos serdo selecionados: "COLLECTION TIME”, “CD3+
%Lymph”, “CD3+ Abs Cnt’, “CD3+ CD8+ %Lymph”, “CD3+ CD8+ Abs Cnt’, “CD3+ CD4+
%Lymph”, conforme figura 9a. Corra a barra lateral de rolagem para baixo, até o fim da lista,
selecione entdo os seguintes campos “CD3+ CD4+ Abs Cnt" e, finalmente, “CD45+ Abs Cnt’,
conforme figura 9b. Note que aparece o valor 10 (dez) no campo “TOTAL FIELDS SELECTED".

©BD
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" @ MultSET File Edit Cytometer Tools Help 9 o) Friezaazem @
—
[eo0 ] untitled
. . — : —
i I | alm | oA/ =
{ MultiSET Preferences [£]
Sign In ma
Messag
Export Field Selection
Select the values to export
Field Type Fields To Export
Co4/Co8/C03 | FCS Fle Hame
CD4/CD8/CD3 TruC i
CD3/CD4/CDAS ‘“m
CO3/CD4/CD45 TruC T
'CD3/CD8/CD45 Tube Name
CD3/CD8/CD4S TruC Artr Def File Name
CD3/CD19/CD4S Error Codes
€D3/CD19/CDAS TruC Lymph Events
CD3/CD16+56/CD45 i
CD3/CD16+56/CDA45 TruC + %Lymph
- oETeo 03 + Abs Cnt
ICD3/CD8/CD45/CD o v CD3+CD8+ ¥Lymph
L CD3/CD16+56/C045/€D19 4 ¥ CD3+CD3+ Abs Cnt .
i EiCDdsicnia +CD4+ KLympl =
Total fields selected: 10
(CoaeaAi) (Deseal) Cone ) G
\ =)
A g = BD Biosciences
@<QeE=w
" @ MultSET File Edit Cytometer Tools Help 9 di) Frie2815PM @

A ‘ = ‘ & I T = = — —
. MultiSET Preferences g,

Export Field Selection

Select the values to export

Field Type Fields To Export
CD4/CDB/CD3 Atir Def File Name
€D4/CDB/CD3 TruC Ervor Codes
CD3/CD4/CD45 Lymph Events
CD3/CD4/CD45 TruC Bead Events
€D3/CD8/CD4S v €03+ Hiymph
€D3/CDB/CD4S TruC v/ CD3+ Abs Tt
CD3/CD19/CD45 v CD3+CD8+ Mymph
CD3/CD19/CD4S TruC v i) Ak il

CD3/CD16+56/CD45

8/CD45/CD4 4+ CDB+ %Lymph

CD3/CD16+56/CD45/CD19 TruC =

Total fields selected: 10

Select Al ) ( Deselect All ) (cancel ) O |

|
‘; @wﬂ@ ﬁ :@ g BD Bioscierces =

Figura 9b — Selecionando campos a serem exportados

Assim, a selecdo dos campos a serem exportados esta terminada. Clique em “OK” para fechar

essa janela, o programa retornard entdo para a tela mostrada da figura 4. Clique agora em
“SAVE", dessa forma, a configuragdo do BD Multiset™ esta terminada.

No momento de passar a rotina, é importante lembrar que o campo “SAMPLE ID” da lista
de pacientes do BD Multiset™ deve ser preenchido com o mesmo cédigo de
“IDENTIFICACAO DE AMOSTRA" utilizado para a insergdo dos dados do paciente no

SISCEL.
2 BD
Wl
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r

@ MultiSET File Edit Cytometer Tools Help 4) Mon3serm @
Fece ol untiied

@ ¢| & | B & 7

s
Sign In SetUp | FACSComp | TestPrefs | Samples | Acquisition

Message: Please enter the Sample information and then click the Run Tests button. Sample ID and Panel Name are required for each
L —

O

Analysis

Lab Report

Sample Name o | Sample ID Case Number | Panel Name WBC Count (x1000) Lymphs (%)
. Rotina 1

Ratina 1

"R‘r;lma 1 o

Ratina 1

Rotina 1

Rotina 1

“Rotina1

Rotina 1

Ratina 1

Ratina 1

Rotina 1

Ratina 1

Rotina 1

Rotina 1

Rotina 1

Rotina l e

Rotina 1

Retina 1

Rotina 1

Rotina 1

Rotina 1

Rotinal

(| EO _A' (r_'
Figura 10 — Lista de pacientes e des

@

taque do campo “SAMPLE ID"

\l
€
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Transporte do arquivo do MACINTOSH para o PC

Clique na regido inferior da tela, em qualquer das areas mostradas na figura 11.

" @ MultiSET File Edit Cytometer Tools Help 4) Mon3z:sérm @
| CER . i T
S a8 7
A % W o1 B
Sign In Set Up FACSComp | TestPrefs | Samples | A i Analysis | Lab Report | Phys Report | Summary
[ Message: Please enter the Sample information and then click the RUn Tests Button. Sample 1D and Panel Name are required for each I
Sample Name Sample ID Case Number Panel Name ‘WBC Count (x1000) Lymphs (%)

.1 Rotina 1 0.0 -
iz Rotina 1 0.0

(o i5] “Rotina 1 0.0

®ls Rotina 1 0.0

® 5 Rotina 1 0.0

* 6 Rotina 1 0.0

7 Rotina 1 0.0

() Rotina 1 0.0

8 o Rotina 1 0.0

e Rotina 1 0.0

ein Rotina 1 0.0

ez Rotina 1 0.0

® 13 Rotina 1 0.0

i Rotina 1 0.0

®i1s Rotina 1 0.0

® i - Rotina 1 00"

®i7 Rotina 1 0.0

el Rotina 1 0.0

e 0.0

o izof 00

eoin 0.0

.22 0.0

LRE] 0.0 £
L RETY non T

Add Samples ( RunTests

SR - -erme -

Figua 11 — Retornando a area de trabalho.

Dé um clique duplo entdo no icone FACStation, conforme destacado na figura 12.

"

@ Finder File Edit View Co Window Help )| ) FripaTITT oy

B

FACSLationG5s

 BD
‘:’@in a ﬁ 7& i BD Biosciences

Figura 12 — Icone FACStation ﬂ B D
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O préximo passo é seguir o caminho: FACSTATION > BD FILES > BD MULTISET™ FILES > "DIA
DA ROTINA", conforme mostrado na figura 13. Dentro da pasta do dia em que ocorreu a rotina,
procure pelo arquivo com a extensdo .EXP. Por exemplo, se a rotina foi passada no dia 16 de
abril de 2007, procure pelo caminho: FACSTATION > BD FILES > BD MULTISET™ FILES >
160407 > 160407 .exp.

160407 ——
[ -] a

A Agplications +| [ BD Service »| [ 120707 ~ B o10L01

[ BD Applications = | [ CELLQuest Files »| [ 130207 » 0101.02
| L2 BD Files # FACSComp Files »| [ 130707 »| % 010Llab

[ BD Service »| [ mstrument Sertings Files » | [ 140207 »|  [# 010Lphy

# Library vl G mem »| [ 140507 21 160407.exp
H Desktop 3 System | [0 MuliSET Files [ 150107 »| ¥ 160407.5um

& Users »| @ PlateManager Files »| [ 150207 »
fﬁ bd @ WorklistManager Files  » | /[ 160407

2 - | [ 180507
A Applications ¥ 170507

(Y- 0 wsoiey
[ 180507

ﬁ g [ 180607
4 190307

& Music {3 190407
b {4 190607

= Pictures - (3 200307
4 200407
4 z00607
[ 200707
[ 210307
3 210607
{4 230507
[ 260407
4 z70407
|4 280607
4 300107
[ 300307
[ 300507
3 310507
(A fev
[ janeiro

| " I £ L) MSET Data 1 "

1€ Jair

E 106 stlected, 227.5 O6 SVlbIE 7@
Figura 13 — Buscando o arquivo de exportagdo no MACINTOSH

FACSTation

Selecione entdo esse arquivo e va para o menu EDIT > COPY 161207.exp, conforme a figura 14.

" @ Finder File View Go Window Help 4) Friloosam @
(7 160407 o)
Q
‘@ | BD Service v| B 120707 ~ [ o10L.01
| G Network |3 CELLQuest Files ) 3 130207 B oloL02

-4
|
|
|
|

) [ |

' acsraton Select All A | 4 FACSComp Files v [ 130707 ¥ 0101Llab
“ - [ Instrument Sertings Files | 140207 ¥ 010Lphy |
| : E |
;Eutskmn Special Characters... [ MultISET Files 0 150107 g ‘
|
|
|
|
|
|
|
|

Copy “160407.exp”

Show Clipboard 3 MPM C 140507 B 160407.exp
‘(g} - TS e Files L i 150207

2 WorklistManager Files | [ 1 160407
160507

frAE Applications

i ]—{‘l Documents
P

{4 170507
{4 180407
i 180507

| ﬁ Movies | i
| | [ 190307
1 é Music
| {3 190607
| [ rrures H 4 200307
M [ 200407
| 4 200607
| {2 200707
4 210307
[ 210607
J 230507

1 190407

|
1
1
1
|

{4 260407
{4 270407 |
{4 280607 |
4 300107 |
{1 300307
300507 :

{ 310507
A fev v |

[ janeiro

| | |5 U MSET Data

1 0f 6 selected, 227.4 GB available

Figura 14 — Copiando o arquivo de exportagéo, e retornando a area de trabalho

\l
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BD FACSCalibur™

Cligue na area de trabalho (qualquer regido na parte inferior da tela, conforme destacado na
figura 14). De posse de um PEN DRIVE, conecte o mesmo em iualquer porta USB disponivel.

Um novo icone aparecera na area de trabalho do MACINTOSH .

Com um clique duplo, abra o PEN DRIVE. Uma vez aberto, clique em EDIT > PASTE ITEM
(figura 15.a), o arquivo 160407 .exp deve aparecer, conforme mostrado na figura 15.b.

E - Finder File MGUS View Go Window Help

Paste item :
Select All A

) Friloozam @

=

_ KINGSTON

Show Clipboard

Special Characters...
I i |
i

[ Pictures.

}ellQuestPro

0 items, 477.1 ME available

Figura15.a
KINGSTON e

m 160407.exp

|
6 Music |
|
Q Pictures |

_

1 3tem, 47.7 MB available ﬁ

Figura15.b

Figuras 15.a e 15.b — Colando o arquivo e verificando se o mesmo foi armazenado

Volte a area de trabalho e clique novamente no icone do PEN DRIVE.

Com o mesmo selecionado, no menu superior, selecione FILE > EJECT. é"ﬁ B D
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" @ rinder I8 edit view Go window Help <) Frilgooam @ °

New Finder Window 3N
New Folder TEN
New Smart Folder 3N
New Burn Folder

Open %0
o >

Get Info

Duplicate | |
Make Alias |

KINGSTON

Find..

Color Label:

xseceeee

.-g - ”ﬁ-q; / i (:j j. fr i @ i E @ -~

Figura 16 — Ejetando o PEN DRIVE do MACINTOSH

Agora o PEN DRIVE ja pode ser retirado do computador. Va até o PC e conecte o PEN DRIVE, o
mesmo deve ser reconhecido automaticamente pelo WINDOWS.

NOTA: E importante ressaltar que as rotinas passadas no equipamento ANTES da configuragao
do BD Multiset™ NAO poderao ser exportadas.

¥

BD
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Importagédo de resultado — CD4

LEMBRE-SE: O IDENTIFICADOR DA AMOSTRA DIGITADA NO BD MULTISET™ DEVE SER
IGUAL AO IDENTIFICADOR DA AMOSTRA DIGITADA NO SISCEL, PARA O MESMO
PACIENTE (SAMPLE ID = IDENTIFICADOR DA AMOSTRA).

Para se ter acesso a tela de importagido de resultados, acesse o SISCEL e pressione o
botdo “Importagao de CD4”.

|iI'lsistema de Controle de Exames Laboratoriais - SISCEL

Ministério da Saide
Secretaria de Vigilancia em Savide
Programa Nacional de DST e Aids

Sistema de Controle de Exames Laboratoriais

——Manutencio de exames —— —Auterizacao de exames Funcionalidades
| Dig. solicitacio de exames | Faixa de n° apac Reemissdo solic /resultada
Pacientes cadastrados Competéncia de autorizacio Blogueio de resultados
Dig. de resultados - CD4 Autorizaciio magnética Correcdo de identificador
Importaciio de CD4 !:' Remessa de disquete Solicitagiies canc./rejeit.
Dig.de resultados - C. Viral Cadastro de pacientes
Resp. Assinatura Resultado BPA Manutengio autonizado
Liberacio de resultados Altera exames liberados
Relatdrios / consultas
Impressio de resultados
Sair
{suario de Suports [1042 [Feste-PrL0ST-a05 - Q 4430

A seguinte tela aparecera. Aqui esta representada em duas partes:

| i_"'lmportal_:éu de Resultados - Exames de CD4

SE APARECEREM LINHAS EM VERMELHO, DE DUPLO CLIQUE
COM O CURSOR DO MOUSE SOBRE AS MESMAS!

Importar dados |

Ler arquivo de exportagédo

———————
| &€ Dados do Arquivo de rtagio |
| Amostra | cas | cas | cas | %cas Método | DtExec |HrExec|
c
=181 x

SE APARECEREM LINHAS EM VERMELHO, DE DUPLO CLIQUE
COM O CURSOR DO MOUSE SOBRE AS MESMAS!

L ———
& pidosdosisceL 9 |
Solicitagio | Paciente Exec Dt Hr Rec Amostra Cond. Chegada Material Biolégico |

©BD
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Localizando o arquivo exportado pelo BD Multiset™

Insira na porta USB da maquina que o SISCEL esta instalado, o pen drive com o arquivo
de resultados que foi gravado pelo BD Multiset™.

‘ SE APARECEREM LINHAS EM VERMELHO, DE DUPLO CLIQUE :
Ler arquivo de exportagéo COM O CURSOR DO MOUSE SOBRE AS MESMAS! rmpoitendados

Dados do Arquivo de i

N portag
| Amostra | cas | caw S cds | %cas | %cas [ cpase | Método | DtExec [HrExec

1. Clique no botdo “Ler arquivo de
exportagdo” e a seguinte tela aparecera:

2. Selecione a unidadg
do pen drive.

4. Clique no botao
LGOKﬂ,.

3. Selecione o arquivo exportado pelo
BD Multiset™ que estd no pen drive.

(*.exp
MNome do al Pastas:
|210808.exp d:\bdhtestre df

= dn
& bd
= testre df

. =

Listar arquivos do tipo: Unidades:

Arquivos Testo [*.exp) ;l I d: Documentos ;l Rede... I

©BD
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Identificando amostras no SISCEL

Ao clicar em “OK”, na janela anterior, os resultados dos exames que contam no pen drive
serdo mostrados na tela.

do Arquivo de Importagio ) |

Amostra | cas | cas | cas | wcas Método DtExec | Hr Exec

| mspwease  [155¢ [ 596 | o0 | 8655 | 3100 | 5150 | 1922 [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Multest' | 21082008 [ 1449
| 2895 | s79 [2254 | 8831 | 1726 | 67,20 3355  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Mutitest* | 21082008 | 14:51
| 2350 | 1126 [11a2 | ssp9 | 3283 | 3309 3451  |[Ctometria de Fluxo / Facscalibur - Mutitest* [ 21082008 | 14:52
[1032 | 270 [ees [ 6346 | 1660 | 4085 1626 [Citometria de Fluxo / Facscaliur - Multtest® | 21082008 | 14:53

=
| esaseme [

V| esaeene |

| esowmme |

N | L | 1688 | 411 f1200 | 8971 | 2186 | 6379 | 1832  [Ctometria de Fluxo / Facscaliur - Multitest*  [21/08/2008 | 14:50
V| espeeme | 1015 [ @17 | s83 | 7934 | 3262 | 4556 | 1279 [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Multitest® [ 21/08/2008 | 14:54
R ) | 9os [ 135 [ 7aa | s1p00 [ 1205 | 6676 | 1122  [Ctometria de Fluxo f Facscalibur - Multtest® [ 21082008 | 14:55
| ERDEDINE [1180 | 29 [1103 | 7649 | 185 | 7145 [ 1543  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Mulitest* | 21:08/2008 | 14:56
28| VDR | 1576 | 416 [1045 | 6056 | 1598 | 4015 | 2606  [Ctometria de Fluxo f Facscaliour - Muttitest* [ 21082008 | 14:57
Vo Lo | s | s5 |02 | ess4 | 532 | 5781 [ 1041 [Ctometria de Fluxo f Facscaliour - Multitest* [ 21082008 | 14:58
Vo RN |1231 | 8s [ esa | 7297 | 527 | 5883 | 1687  [Ctometria de Fluxo / Facscalibur - Multest* [ 21/08/2008 | 14:59
= BRI | 1304 [ 144 1104 | 7895 | 872 | 6681 [ 1652  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Multitest* [ 210812008 | 1501
Vo PRI | 1849 [ s30 | 585 || €933 | 3487 | 2193 [ 2867  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Multitest* [ 210872008 | 15:01
V[ esossme | 1424 | 253 [1124 | 8516 | 1515 | 6721 [ 1672  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Mulitest* | 21/082008 | 15.02
v | wsaweeme  [1223 [a51 [ 670 | 6883 | 2537 | 3771 | 1777 [Ctomelria de Fluxo j Facscaliowr - Mulitest® | 21082008 | 15.03
W [ wsoseeee [M226 [ 532 [ 643 | 6237 | 2744 | 3271 | 1985  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Mulitest® | 21/08/2008 | 15.03
e L) | 1038 | 545 | a7e | 6819 | 3576 | 3141 [ 1523  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Multitest* [ 21/08/2008 | 15:04
e TR | 726 [ 362 [ 3a0 | s7po | 2838 | 2667 | 1274  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Multtest® [ 21/08/2008 | 15:06
V| el [1004 | 519 [ s07 | 7367 | 3496 | 3413 [ 1485  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Multest* | 21/08/2008 | 15:06
M R | 1800 [ 397 [1286 | 7705 | 1698 | 5507 | 2336  [Ctometria de Fluxo fFacscaliour - Muttitest* [ 21082008 | 1507

Automaticamente sera iniciado o processo de localizagdo das solicitagdes no SISCEL
(“).

LEMBRE-SE: O IDENTIFICADOR DA AMOSTRA EXPORTADA PELO BD MULTISET™
DEVE SER IGUAL AO IDENTIFICADOR DA AMOSTRA NO SISCEL (SAMPLE ID =
IDENTIFICADOR DA AMOSTRA).

Depois de localizado os paciente no SISCEL, na segunda parte da tela, os dados do
paciente serdo mostrados.

[ - Dados do SISCEL
Paciente Dt Hr Coleta stra| Cond.Chegada |  Material Biolégico
W_W [21/06/2008 6:00 [21/08/2008 1448 | 21/08/2008 11:00 | Adeguada Eangue Tetal
[ Sennasnne. | DR eee | 21/08/2006 8:00 [21/08/2008 14:51 | 21/068/200811:00 | Adequada Banaue Total
I—m [21m62008 800 [21 1452 [ 21 1100 | Eangus Total
s, e e, | 21/05/2005 5:00 [21/05/2005 1453 | 21052008 11:00 | Adecuada Fangue Total
[Fotoiminee [Rmselanmemaseee | 21/08/2006 5:00 [21/05/2008 14.50 | 21/08/200811.00 Adequada Eanaus Total

[TEErctcamen o nDSER I EeRINGRy. | 21/06/2000 5:00 |21/06/2008 14:57 | 21/06/2008 11:00 “Adequada Fangue Total
[T [ e [21m82008 8:00 21 1458 [ 21 11:00 Fangue Total
e e e e 21057005 500 [F1/057005 1458 [ Z10er00s 1100 | Adsausds Bangus Toial
|—m [Z175572005 5:00 7110612006 1952 | 21067006 11:00 | Adoausds  Bengus Teisi
[P, e e, | 21/08/2008 5:00 |21/08/2008 14:53 | 21/06/2008 11:00 | Adecuada Banaue Total
m [21m82008 800 [21 1450 [ 21 100 | Eangue Total
[21/05/2006 8:00 [21/06/2008 14:52 | 21/06/2006 11:00 Adequada Bangue Total
WWIMWBN 210872008 14:53 | 21/08/2008 11.00 Adequada Eangue Total
[21/08/2006 6:00 [21/06/2008 14:50 | 21/06/2008 11.00 Adequada [Fangue Total
ﬁwmm 21/06/2008 11:00 Adequada Fangue Tatal
[P ecer . [ 210672008 8:00 [2108/2008 1455 | 2108720081100 Adeguada [Eangue Total
| T e ey [21/0872006 :00 [21/06/2008 14:50 | 21/08/2008 11:00 Adeguada Eangue Total
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Quantificacao de linfécitos T CD4/CD8

BD FACSCalibur™

Selecionando exames para importagao

Vocé pode selecionar os exames que deseja importar para o SISCEL. Basta marcar ou

nao, o exame,

1. Os itens marcados serdo importados
para o SISCEL.

BD, Logo BD e todas as outras marcas sao propriedade de Becton, Dickinson and Company. @ 2021 BD

| Dados do Arquivo de Importagiio |
ca3 | cd4 | cas | %cas | %cas | %cas | cpas+ | Método DtExec | Hr Exec

I - WA [1664 [ 596 [as0 | 8655 [ 3100 [ 5150 | 1322  ctometria de Fluxo / Facscalbur - Mubitest' | 21082008 | 1443
| esaseame | 2805 | 579 [ 2254 | 8631 | 1726 | 6720 | 3355  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Multitest* | 21082008 [ 14:51
] npeeme | 2350 | 1126 [1142 | e809 | 3263 | 3309 [ 3451  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Multest* | 21082008 | 14:52
V| esocsme |1032 | 270 [ees | 6346 | 1660 | 4085 | 1826  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Multest® | 21/082008 | 14:53
| L | 1688 | 411 f1200 | 8971 | 2186 | 6379 | 1832  [Ctometria de Fluxo / Facscaliur - Multitest*  [21/08/2008 | 14:50
V| esaceme |1ms [ ¢17 | 583 | 7934 | 3262 | 4556 [ 1279 [Ctometria de Fluxo f Facscaliour - Multitest* [ 21082008 | 14:54
) | soa [ 135 [ 7aa | s1po0 | 1205 | 6676 | 1122  [Ctometria de Fluxo f Facscaliour - Muttitest* [ 21082008 | 14:55
o | ERDEDINE [1180 | 29 [1103 | 7649 | 185 | 7145 [ 1543  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Mulitest* | 21:08/2008 | 14:56
| VDR | 1576 | 416 [1045 | 6056 | 1598 | 4015 | 2606  [Ctometria de Fluxo f Facscaliour - Muttitest* [ 21082008 | 14:57
Vo Lo | s | s5 |02 | ess4 | 532 | 5781 [ 1041 [Ctometria de Fluxo f Facscaliour - Multitest* [ 21082008 | 14:58
Vo RN |1231 | 8s [ esa | 7297 | 527 | 5883 | 1687  [Ctometria de Fluxo / Facscalibur - Multest* [ 21/08/2008 | 14:59
= BRI | 1304 [ 144 1104 | 7895 | 872 | 6681 [ 1652  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Multitest* [ 210812008 | 1501
Vo BRI | 1849 | o30 | ses | 6933 | 3487 | 2183 [ 2667  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Mulitest* | 21082008 [ 15:01
V[ esossme | 1424 | 253 [1124 | 8516 | 1515 | 6721 [ 1672  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Mulitest* | 21/082008 | 15.02
v | wsaweeme  [1223 [a51 [ 670 | 6883 | 2537 | 3771 | 1777 [Ctomelria de Fluxo j Facscaliowr - Mulitest® | 21082008 | 15.03
W [ wsoseeee [M226 [ 532 [ 643 | 6237 | 2744 | 3271 | 1985  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Mulitest® | 21/08/2008 | 15.03
e E | 1038 | 545 | a7e | 6819 | 3576 | 3141 [ 1523  [Ctometria de Fluxo / Facscaliour - Multitest* [ 21/08/2008 | 15:04
P [ e [726 [362 [ =2a0 | sro0 | 2838 | 2667 | 1274  [Ctometria de Fluxo j Facscaliour - Mulitest” | 21082008 | 15.06
V| el [1004 | 519 [ s07 | 7367 | 3496 | 3413 [ 1485  [Ctometria de Fluxo /Facscaliour - Multest* | 21/08/2008 | 15:06
M R | 1800 [ 397 [1286 | 7705 | 1698 | 5507 | 2336  [Ctometria de Fluxo fFacscaliour - Muttitest* [ 21082008 | 1507
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Quantificacao de linfocitos T CD4/CD8
BD FACSCalibur™

Importando resultado de exames do BD Multiset™ para o SISCEL

1. Apo6s a selegdo dos exames, pressione
o botdo “Importar dados”.

' IImportacdo de Resultados - Exames de CD4 |58 x|

SE APARECEREM LINHAS EM VERMELHO, DE DUPLO CLIOUE
COM 0 CURSOR DO MOUSE SOBRE AS MESMAS!

Ler arquivo de exportagao Importar dados

2. Pressione o botao “SIM™ para continuar o
procedimento de importagao.

A janela de confirmacio de importacio efetuada com sucesso aparecera.

Importacao de resultados de exames ﬂ

. | J Importacdo de dados finalizada com SCESSO!

Pressione o botdo “OK”. Vocé podera acessar a janela de digitagdo de resultados de CD4 e verificar que os exames
foram importados ou ir diretamente para a janela de liberacdo de exames.

A rotina de importagio de exames foi criada para agilizar a digitacdo dos resultados de exames de CD4. Os
procedimento de liberagdo ¢ impressdo continua sendo obrigatorios.

Problemas encontrados
Caso alguma linha de exame aparega em vermelho, dé um duplo clique sobre o nome do paciente e veja qual
informacao esta faltando. Vocé pode corrigir o problema e fazer a importagdo ou deixar para incluir o resultado

manualmente.
Uma situagdo que pode acontecer é: o exame ser feito e a solicitacdo de exames ainda ndo estar digitada no SISCEL.

Nessa secdo foi utilizada a referéncia 14, descrita nas referéncias desse documento.
)
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