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AGENDA

Treinamento Basico

Hordrios Dial Dia 2 Dia 3 Dia4
9:00 -10:30 Imunologia Preparo de amostras e Problemas e Solugdes: Prova Tedrica
AIDS controles (teoria) amostras e controles
Patogénese do HIV Pratica 3: Pipetagem
10:30 - 10:45 Coffee Break Coffee Break Coffee Break
10:45 - 12:30 Principios basicos da Pratica 4: Preparo de Garantia e CQ no
citometria de fluxo amostras e controles laboratdrio
CQ Na rotina CD4/CDS: Pratica 5: BD FACSLyric™ Pratica 6: Limpeza de
Pré Analitica clinical software e pipeta
Aquisicdo de amostras
12:30 - 13:30 Almogo Almogo Almogo Almogo
13:30 - 15:30 CQ Na rotina CD4/CDS: Interpretacdo dos Pratica 7: Preparo de Despedida
Pré Analitica (calibragdo) | resultados novas amostras e
controles
Pratica 1: Apresentacao
do equipamento
Pratica 2: calibracdo e
limpeza da probe
15:30 - 15:45 Coffee Break Coffee Break Coffee Break
15:45 - 17:00 Pratica 2: calibragdo e Problemas e Solugdes: Pratica 8: Limpeza da
limpeza da probe Calibracdo probe e da célula de
fluxo
Resolugdo de exercicios Resolugao de exercicios
Manutenc¢bes
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GLOSSARIO

o BD™ CS&T BEADS - Particulas (beads — esferas de poliestireno) marcadas com fluorocromos usadas para
verificar qualidade dos componentes 6ticos, eletronicos e fluidicos do equipamento. As esferas permitem ao

software medir a sensibilidade de cada detector de fluorescéncia. O BD™ CS&T BEADS é utilizado nos

processos de Characterization QC e Performance QC.

e BD™ FC Beads 7-Color Kit— Particulas (beads — esferas de poliestireno) marcadas com fluorocromos
usadas para otimizar as definicbes de compensagcdo. As BD™ FC Beads 7-Color Kit sdo utilizadas no

processo de Update reference Settings.
e Célula de fluxo: Local do fluxo de amostra onde o laser incide na célula ou particula de interesse.

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

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

o Detectores: responsaveis por converter o sinal luminoso em pulsos elétricos, os quais sdo proporcionais a
quantidade de luz dispersa ou fluorescente captada pelo detector. Sao divididos em:
- Fotodiodo - menos sensivel precisa de intesidade de luz maior para gerar sinal elétrico. Detector de
tamanho (FSC) e de granulosidade/complexidade interna (SSC).
- Fotomultiplicador (PMTs) - mais sensivel e desta forma precisa de intensidade de luz menor para gerar

sinal elétrico. Detectores de Fluorescéncias e granulosidade/complexidade interna.

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

cada amostra durante a rotina.
e Filtros para BD FACSFlow™: A solugdo de BD FACSFlow™ ¢ filtrada por duas vezes, o primeiro filtro esta

presente no Supply-line filter holder (Suporte do filtro da linha de suprimento) e o segundo filtro esta na lateral

do equipamento. Estes filtros sdo responsaveis por filtrar o BD FACSFlow™ antes de sua entrada no

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

(isotiocianato de fluoresceina), PE (ficoeritrina), PerCP (peridinin clorophil protein) e APC (aloficocianina).
e FSC - Detector do tipo fotodiodo que identifica tamanho das células ou particulas.

o Gate- Selegcdo feita em cima de populagbes, em um grafico, para separar, identificar ou selecionar

populagdes.

e Laboratory Report — Grafico emitido para cada amostra durante a rotina. Relatério que contém os

graficos (dot plots).

o BD FACSSuite™ Clinical Software — Software clinico utilizado no BD FACSLyric™ para leitura de

amostras da rotina.
o BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC - Reagente utilizado na rotina. Contém os
anticorpos monoclonais necessarios para identificacdo das populagdes celulares importantes em exames

CD4/CD8: anti-CD3, anti-CD8, anti-CD4 e anti-CD45.

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 Probe — Pega do BD FACSLyric™ onde colocamos os tubos de amostra para leitura. Também é chamado

de tubo de injecdo de amostra ou SIP.

e Solucgao de Lise — Reagente usado durante a preparacado de amostras para leitura no BD FACSLyric™

que lisa hemacias.

e SSC - Detector do tipo fotodiodo que identifica granulosidade ou complexidade das células ou particulas.

W
< BD
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e BD Trucount™ Control Beads — Nome dado ao controle que fazemos na rotina para verificarmos
pipetagem e as beads dos tubos trucount. S&o particulas (beads) em diferentes quantidades (low, medium
e high) que séo adicionadas ao final da preparagéo de trés determinadas amostras para realizagdo do

referido controle.

e BD Trucount™ Absolute Count Tubes - Tubos usados para preparagdao de amostras da rotina que

contém beads de referéncia no fundo para realizagdo da contagem absoluta.

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 11
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IMUNOLOGIA

A imunologia é o ramo da ciéncia que estuda o funcionamento e a participagao do Sistema Imunolégico
(também chamado de Sistema Imunitario ou de Sistema Imune) tanto em condi¢des fisioldgicas relacionadas ao
estado sadio, como em condi¢des patoldgicas (de doengas) que promovam alteragdes ou disturbios da fisiologia.
O sistema imunolégico (Sl) é, portanto, um importante contribuinte para o processo de manutengido e
restabelecimento da condicdo de saude fisioldgica de um organismo.

Como importante contribuinte para a compreensio do funcionamento dos organismos €, sobretudo, para
os avangos da Medicina, a Imunologia historicamente passa por grandes nomes da ciéncia, tais como:
Metchnikoff, que descreveu a fagocitose e algumas das células que possuem tal capacidade (macréfagos);
Behring e Kitasato, que trabalharam na descrigdo dos anticorpos.

Para compreender o Sl, vamos comentar um pouco sobre seus componentes, sua localizagdo e sua
fungdo. Diferente da maioria dos sistemas do organismo, o Sl ndo € um mero conjunto de érgaos conectados em
um determinado local realizando uma fungado bem determinada.

O Sl é composto por células, tecidos, 6rgaos, fatores soluveis, vasos e fluidos que correm nesses vasos e
as células que o compdem sio os glébulos brancos do sangue, conhecidos como leucécitos, além de outras
células que s6 estdo presentes em tecidos ndo sanguineos. Dentre as células do Sl, podemos citar os
granuldcitos, o sistema mononuclear fagocitico, as células dendriticas, os mastécitos e os linfécitos.

Os linfécitos — objeto de nosso estudo neste treinamento — podem ser principalmente: linfécitos B,
linfécitos T e células natural killer (NK). As células NK fazem parte da primeira linha de defesa do organismo, o
sistema imune inato, e sdo capazes de matar outras células, como células tumorais, por exemplo. Os linfécitos B
e T por sua vez, fazem parte do sistema imune especializado, o sistema imune adaptativo. Dentre os linfocitos B,
alguns podem se diferenciar em células com alta capacidade de produc¢do de anticorpos, chamadas plasmdcitos.
Os linfécitos T — os quais compreendem as subpopulagdes T helper ou auxiliar, T citotéxico, e T duplo-positivo —
sdo células que reconhecem antigenos desde que apresentados por outras células, as chamadas apresentadoras
de antigenos (células dendriticas, macréfagos, e linfécitos B). A medida que passam pelo processo de maturagéo,
os linfécitos T primeiro sdo duplo- positivos (sem uma fungdo definida), para depois se diferenciarem em T
auxiliares ou T citotoxicos.

As células do Sl se originam da medula éssea, vindas de uma célula-tronco j& comprometida com o
desenvolvimento de leucécitos e hemdcias, conhecida como célula-tronco hematopoética. A medida que as

células-tronco vao se dividindo, vdo também se diferenciando em progenitores, que podem ser o progenitor

linféide ou o progenitor mieloide. \Ls
BD
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O progenitor mieldide, ao passo que vai se dividindo, vai também se diferenciando, de modo a originar
precursores que dardo origem a hemacias, plaquetas, mondcitos e granulécitos (neutrofilos, eosindfilos e
basdfilos). O progenitor linféide, enquanto se divide, diferencia-se em precursores que dardo origem aos linfécitos
T, aos linfécitos B e as células NK. Os linfécitos, como mencionado anteriormente, serdo o foco de nosso

treinamento. Veja um resumo da origem das células do sistema imunolégico na figura abaixo .

Célula tronco

% BD hematopoética

Projenitor Projenitor

| Linféide Mieldide
1

GRANULOCITOS ————

l

Figura 1: Origem das células do Sistema Imune.

Veja na figura 2 a comparacgao das células linféides sob microscopia 6ptica (a esquerda) e sob

~,
b

microscopia eletronica (a direita).

Figura 2: Comparagéo de células linféides por microscopia optica e eletrénica. Fonte: Adaptado de MURPHY, Kenneth. Imunobiologia de

Janeway. 8. ed. ed. Porto Alegre: ArtMed, 2014. xx, 868 ﬂ

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 13



Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+
BD FACSLyric™— Mddulo Basico

A figura 3 mostra a andlise comparativa das células do sistema imunoldégico (granulécitos, os mondcitos e
os linfécitos) quanto ao tamanho, & complexidade e & granulosidade celular. E possivel notar que, relativamente,
os linfocitos tém um tamanho menor que os demais leucécitos. Os monécitos sdo maiores que os linfécitos e os
granuldcitos tém tamanho variavel, porém também maior que os linfocitos. Considerando a granulosidade ou a
complexidade, vemos que os linfécitos sao, relativamente, as células menos granulosas e menos complexas; ja os
granuldcitos sdo — como seu proprio nome ja diz — mais granulosos e complexos (observe os nucleos destas
células); os mondcitos, por sua vez, tém, em relagdo as outras duas populagbes, média granulosidade e média

complexidade.

Plaquetas

Neutrofilo

Figura 3: Microscopia oOptica de leucécitos — Esfregagco sanguineo. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art
https://smart.servier.com/
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O Sl esta presente em praticamente todo 0 organismo. Essa € mais uma das caracteristicas que fazem do

Sl um sistema bem peculiar. Veja a figura 4.

Adenode h\
Tonsila

Linfonodo

Rim

Linfaticos

Vea subclavia esquerda
Timo

Coragao
Ducto tordcico

Bago
Paca de Peyer no
intestino deigado
Intestino grosso

Medula dssea

Figura 4: Distribuigdo do sistema imunoldgico. Fonte: MURPHY, Kenneth. Imunobiologia de Janeway. 8. ed. ed. Porto Alegre: ArtMed, 2014.

XX, . p.10.
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O Sl é composto de mensageiros quimicos, células circulatérias e 6rgaos que atuam de forma cooperativa

na manutencao da homeostasia (equilibrio) do organismo.

LINFOCITOS T CD4+

Os linfécitos T helper ou auxiliares (T CD4+) tem uma fungéo importantissima no Sl: sdo os “maestros” da
resposta imune, pois modulam-na por meio da secregdo de citocinas que ativam ou inibem todas as demais
células do SI, como: linfécitos T CD8+, linfocitos B, células NK, macréfagos, mondécitos, granulécitos, mastécitos e
células dendriticas. Assim, os linfécitos T auxiliares atuam como verdadeiros comandantes do Sl, direcionando a
resposta imune adaptativa de acordo com o antigeno por eles reconhecido.

Apos o reconhecimento do antigeno, os linfécitos T helper se diferenciam em células efetoras, sendo as
mais estudadas na literatura a Th1, Th2, Th17 (figura 5) e Treg. Ao se diferenciarem, os linfécitos T auxiliares
proliferam, gerando mais células efetoras e células de memodria, que sdo capazes de manter-se por anos,
ativando-se num contato futuro com aquele antigeno. Nessa segao foram utilizadas as referéncias 1 e 2, descritas

no capitulo final desse documento.

@I Dendritica /APC CélulaT nain\ @h Dendritica /APC i n.iv.\ @ Dendritica /APC Célula T naive

c,-‘ \ -~ ! }-< - '/Y @’ 5 : ’1‘:; ) wa\ R _ »3’,( - - /Y\

Prolifera;écz e Proliferacdo e Proliferacéo e
diferenciagio diferenciacdo diferenciagdo

>1 )

a4 ’4\ IL-17A
™ A B 0N w

Figura 5: Subpopulagdes de linfécitos T helper. 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/.

¢

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 16



Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+
BD FACSLyric™— Modulo Basico

LINFOCITOS T CD8+

Os linfécitos T citotoxicos (T CD8+), por sua vez, tém a propriedade da citotoxicidade, isto €, de matar
uma célula-alvo, desde que reconhecida especificamente como infectada ou tumoral. Por exemplo, um linfécito T
auxiliar infectado pelo HIV expressa em sua superficie antigenos do virus e pode ser reconhecido por um linfécito
T citotoxico, que, ao fazé-lo, degranula, liberando citotoxinas conhecidas como perforina e granzima. A perforina
tem a capacidade de gerar poros na membrana plasmatica da célula-alvo por onde a granzima acessa o meio
intracelular e induz a ativagao de proteinas responsaveis pela morte celular programada (apoptose). Na figura 6 é
possivel observar uma representacdo esquematica de como ocorre a expressao de antigenos virais na superficie

das células hospedeiras (acima) e o reconhecimento e a citotoxicidade pelas células T citotdxicas (abaixo).

Proteinas virais sintetizadas no Fragmentos peptidicos das Peptideos ligados transportados
Célula infectada com virus citosol proteinas virais ligadas ao MHC de pelas moléculas do MHC de
classe | no RE classe | para a superficie celular

As células T citotoxicas reconhecem o complexo de
peptideos virais com MHC de classe | e matam as
células infectadas

Figura 6: Expressdo de antigenos virais e reconhecimento da célula-alvo pelo linfocito T citotdxico. Fonte:Adaptado de MURPHY, Kenneth.
Imunobiologia de Janeway. 8. ed. ed. Porto Alegre: ArtMed, 2014. xx, . p.31. A ilustracdo usa elementos do Servier Medical Art
https://smart.servier.com/.
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IDENTIFICAGAO DOS LINFOCITOS
Na figura 7 é possivel identificar facilmente um mondcito, trés granuldcitos e um linfocito. Mas é possivel
dizer qual é a subpoplacao de linfocito? Seria este um linfécito B, uma célula NK ou um linfécito T? Se fosse um

linfocito T, seria um T auxiliar ou T citotdxico? Como poderiamos identifica-los?

Linfécito B?
Célula NK? -
Linfécito T?

T helperou T
citotéxico?
-_;

Figura 7: |dentificagdo dos linfocitos. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

Para identificar os linfécitos — e ndo s6 estes, mas todas as células —, usamos os marcadores de
superficie. A medida que os leucdcitos vdo se desenvolvendo, passam a ter (expressar) em sua membrana
plasmatica (superficie) certas moléculas que representam o comprometimento com uma determinada linhagem de
células. Estas moléculas sdo chamadas de marcadores ou receptores de superficie e séo identificadas pela sigla
CD (cluster of differentiation) acompanhadas por um numero (ex.: CD4). Se uma célula expressa um determinado
marcador, € chamada de positiva para este marcador (ex.: CD4+); se nao o expressa, € chamada de negativa
para tal marcador (ex.: CD4-). A combinacéo destes marcadores serve para identificar uma célula (ex.: uma célula
CD45+CD3+CD4-CD8+ & um linfécito T citotoxico).

Segundo o modelo de Singer-Nicholson, representado no esquema da figura 8, a membrana plasmatica é
composta por uma bicamada de fosfolipideos com proteinas e glicoproteinas imersas nesta bicamada. As

proteinas e glicoproteinas sdo os marcadores de superficie.
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Figura 8: Marcadores de Superficie. Fonte:Adaptado de MURPHY, Kenneth. Imunobiologia de Janeway. 8. ed. ed. Porto Alegre: ArtMed,

2014. Ailustragéo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

Um dos marcadores de superficie que usaremos em nossa rotina € o CD45. Todos os leucdcitos

expressam CD45, portanto os linfocitos B e T, as células NK, os granulécitos e os mondcitos sao CD45+. Por esta

razao, dizemos que o CD45 é um marcador pan-leucocitario.

Células CD45+

Marcador pan-leucocitario (todos os leucocitos sdo CD45+)

| :Or UNFjéﬁos —l
S @ L
TAY

GRANULOCITOS

T helper ou T citotéxi

Figura 9: Células CD45 positivas.

&
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Mas se todos os leucécitos sdo CD45+, para que utilizamos este marcador? Apesar de todos os
leucécitos serem CD45+, a intensidade relativa de expressao deste marcador pode nos dizer quais células sdo os
granuldcitos, quais sdo os mondcitos e quais sao os linfécitos, pois ele é expresso diferencialmente nestas
populagdes. Se compararmos as trés populacbes quanto a expressao de CD45, veremos que, relativamente, os
linfécitos expressam em maior intensidade este marcador. Os granulécitos expressam CD45 em menor
intensidade e os mondcitos, em intensidade intermediaria. Em resumo, todos os leucocitos expressam CD45, mas

os linfécitos o expressam em maior intensidade. Veja a figura 10.

Células CD45*

A cDas

GRANULOCITOS MONOCITOS LINFOCITOS

Todos os LEUCOCITOS expressam CD45, mas os LINFOCITOS expressam
em maior intensidade.

Figura 10: Nivel de expressao de CD45. Fonte: a ilustragéo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

Nessa sec¢ao foram utilizadas as referéncias 1, 2 e 3 descritas no capitulo final desse documento.

POR QUE UTILIZAMOS O CD45?
Porque o CD45 permite contar o total de linfocitos (T, B e NK) pela citometria de fluxo, sem a necessidade

do hemograma. Assim, podemos obter a porcentagem de linfécitos T helper, T citotdxicos e T duplo-positivos

P\l
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Essas porcentagens, bem como a contagem absoluta de linfécitos totais s&o improtantes para os clinicos
porque, entre outras aplicagdes, permitem-lhes determinar se o paciente tem uma queda especificamente de
linfécitos T auxiliares (o que é causado pelo HIV) ou se tem uma queda geral dos linfécitos (0 que poderia ser
causado por outra patologia).

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

MARCADORES CD3/CD4/CD8
O marcador CD3 nos permite diferenciar os linfécitos T de todos os outros linfocitos (linfocitos B e células

NK). Veja na figura 11, uma representacao de células CD3+ e CD3-.

A cpas
| cp3
cD4s' CD4s5**
cos* cos*
A cpas
| cp3
cD45" CD4s5*+
rna N2
Figura 11: Linfécitos CD3+ (esquerda) e linfécitos CD3 — (abaixo). Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art

https://smart.servier.com/.

Avaliando a populacéo linfocitaria (células CD45***) com relagdo a expressao de CD3, CD4 e CD8 é

possivel encontrar o perfil mostrado na figura 12 (esquerda). Na mesma figura (direita) &€ possivel visualizar
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Sendo assim, a diferenciacdo entre mondcitos e linfocitos T helper pode ser feita utilizando os seguintes
parametros: SSC, nivel de expressdo de CD45, expressdo de CD3 e nivel de expressdo de CD4. Os linfécitos T

citotoxicos, por outro lado podem ser diferenciados das células NK utilizando-se a expresséo de CD3.

CD45++ CD45*** CD45*+ CD45***
CD3+ CD3* cD3* CD3"
cp4r coar cD4 D4

Figura 12: Linfécitos CD4+/- e CD8+/- (esquerda) e células CD4+/- e CD8+/-. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art

https://smart.servier.com/.

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

EXERCICIOS 1

1. 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
linfécitos totais.
_____ Os linfécitos totais compreendem somente os linfécitos T e B.
___ As células NK também expressam CD8.
_____Todas as células CD45 positivas expressam CD3.

Todos os linfocitos expressam CD3.

2. Dentre as células sanguineas, quais sdo as células do sistema imune?

& BD
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3. Quais sao as subpopulacgdes de linfocitos?

4. Quais sdo as subpopulag¢des de linfécitos T?

5. Que marcador de superficie identifica os linfécitos T?

6. Que células sao positivas para CD457?

7. Considerando apenas marcagao por CD45, como podemos identificar os linfécitos numa amostra de

sangue total?

8. Utilizando a combinagdo de marcadores de superficie, como podemos identificar os linfécitos T, os

linfécitos T helper, os linfocitos T citotdxicos e os linfocitos T duplo-positivos?

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 23
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9. Quais sdo as vantagem de se usar o CD45 na contagem de linfécitos T helper e T citotdxicos por
citometria de fluxo?

10. Quais células do sistema imune expressam CD8?

€3
oy
O
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SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA (Aids)

A Aids é uma sindrome recente (sua descricdo se deu em 1981 pelo CDC-EUA). O aumento de notificagcdes
de pacientes com déficit grave de linfécitos T helper despertou as autoridades de saude para o problema.
Constatou-se que estes pacientes eram muito suscetiveis a infec¢gdes oportunistas e a tumores como o0 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 sec¢do foram utilizadas as

referéncias 1, 2, 3 e 5 descritas no capitulo final desse documento.

CICLO DE VIDA DO HIV

Como todos os virus, o HIV é um parasita obrigatério, isto &, o virus s6 consegue se reproduzir utilizando a
magquinaria da célula hospedeira. O HIV tem seu material genético na forma de acido ribonucléico (RNA). O RNA
esta presente em duas fitas simples dentro do capsideo ou core protéico. O envelope é a membrana biolégica 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
gp 41 interagem com os receptores de superficie da célula hospedeira, permitindo a fusdo do virus e a injecao 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 foi dito anteriormente, os virus necessitam de uma célula hospedeira para se reproduzir. No caso do
HIV, esta célula é o linfocito T helper ou auxiliar. O primeiro passo do ciclo reprodutivo do HIV é a sua fusdo com a
membrana do linfocito T helper. A ligacdo entre o virus e o linfocito T auxiliar se da pela ligacdo 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 ftranscriptase reversa € uma DNA polimerase dependente de RNA, isto é, é capaz de produzir um DNA
complementar a partir de um RNA por meio de um processo conhecido como transcricao reversa. O que
representa a reversao do dogma central da biologia molecular, que diz que o DNA da origem ao RNA (transcricio)
e este, por sua vez, da origem as proteinas (traducao). Apds a geracdo do DNA pela transcricdo reversa, ocorre 0
processo conhecido como integracao. Pela acdo 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 linfocito T helper passa
a ser transcrito para RNA, que, por sua vez é traduzido nas proteinas que seréo parte do capsideo e do envelope

viral. A transcricdo e a traducao referidas ocorrem por meio das enzimas da célula hospedeira. A protease cliva
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as proteinas do HIV recém-formadas para que estas se adaptem a conformagéo do virus. Apés a montagem dos

novos virus, ocorre o brotamento, que é a liberagao dessas novas particulas virais para o ambiente extracelular.
Os virus liberados estao prontos para infectar outras células e repetir o ciclo reprodutivo. Para que se tenha
idéia da rapidez dos eventos, do momento da fusédo até a liberagdo das novas particulas virais passam-se apenas

24 horas.

Ligagéo do
virion ao CD4
e receptor de -
quimiocina Fusado da membrana
do HIV com a membrana
celular hospedeira; entrada
do genoma viral no
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Figura 13: Ciclo de reprodugéo do virus HIV. Fonte: Abbas, A. K et al. Imunologia Celular e Molecular. Elsevier, 82 ed. 2015.

Nessa secao foram utilizadas as referéncias 1, 2, 5 e 6 descritas no capitulo final desse documento
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PATOGENESE DO HIV

A infecgdo pelo virus gera uma diminuicdo do numero de linfécitos T helper circulantes (células T CD4+).
Isto ocorre porque estas células sdo depletadas. Até onde se sabe, os linfécitos T helper morrem por trés razées:
(1) as células hospedeiras podem ser lisadas pelo excesso de virus em seu citoplasma; (2) podem ficar
excessivamente ativadas para responder contra a infec¢do e entrarem em processo de morte celular programada
(apoptose); (3) as células T citotdxicas 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 desorientagdo do sistema imune,
que se torna incapaz de responder adequadamente a infecgdes e tumores. A esse fendmeno da-se o nome de
imunodeficiéncia. Quando a pessoa vivendo com HIV (PVHIV) entra em estado de imunodeficiéncia, fica
suscetivel a uma série de tumores e outras infecgdes que normalmente ndo se estabeleceriam em um paciente
imunocompetente. Como tais infecgbes sé tém sucesso quando ha uma oportunidade (como a imunodeficiéncia,
por exemplo), sdo chamadas de infecgbes oportunistas. Em geral, os pacientes com AIDS vém a 6bito por conta
de complicagdes advindas de infecgbes oportunistas.

Na trajetoria da infeccdo pelo HIV representada na figura 14, 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
sidrome aguda. Em seguida, com o inicio da resposta imune especifica contra o virus, a carga viral diminui, mas
0 virus nao é eliminado, permanecendo com um numero de cépias minimo por um longo periodo (meses a anos).
Como consequéncia, a contagem de células T helper para de cair, 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, porém, 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, a PVHIV fica muito suscetivel a infecgbes oportunistas e tumores - ou seja, imunodeficiente — e por isto

dizemos que o sujeito “entrou em Aids”.
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Figura 14: Contagem de LT CD4+ vs Viremia plasmatica. Fonte: Abbas, A. K et al. Imunologia Celular e Molecular. Elsevier, 8% ed. 2015.

Durante a trajetéria da infeccao, inicialmente ha uma queda brusca de linfécitos T helper (T CD4+). Tal
queda pode ser seguida por um aumento da contagem de linfécitos T citotdxicos (T CD8+), responsaveis pela
resposta imune especifica contra o HIV. A contagem de linfécitos T citotdxicos, entao, se estabiliza nesse patamar
superior, mantendo a resposta e, mantém a contagem de linfécitos T helper. Na fase final da doencga (Aids), a
contagem de células T CD8+ diminui, voltando ao patamar inicial. Porém a contagem de células T CD4+ volta a
cair, a partir do baixo valor que permaneceu na fase de laténcia clinica. Se olharmos todos os linfocitos T
(linfécitos CD3+), veremos que a queda s6 ocorre quando a infecgédo evolui para Aids, o que se deve ao equilibrio
entre as subpopulagdes CD8+ e CD4+.

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, ndo 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 Ultima geragéo e resultado de pesquisas
carissimas, € altissimo. O uso extensivo dos antiretrovirais funciona como pressao seletiva para o
estabelecimento de variantes virais resistentes aos tratamentos preconizados.

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

uma das fases do ciclo evolutivo do HIV. Nessa sec¢éo foram utilizadas as referéncias 1, 2, 5 e 6 descritas no

& BD

capitulo final desse documento.
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QUANTIFICAGCAO DE LTCD4+ E OBJETIVOS DO TRATAMENTO

A quantificacdo de LTCD4+ e o exame de carga viral sdo fundamentais no monitoramento da condigcéo
imunoldgica e viroldgica de pessoas vivendo com HIV.O monitoramento auxilia o clinico responsavel na urgéncia
de inicio da terapia antirretroviral, profilaxia para infecgbes oportunistas e modificagdo do tratamento. Com esse
exame, é possivel avaliar o grau de comprometimento do sistema imune e a recuperagao da resposta imunoldgica
com o tratamento adequado, além de definir o momento de interromper as eventuais profilaxias.

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

como indicado na tabela a seguir.

Frequéncia de solicitacio de exame de contagem de LTCD4+ para monitoramento laboratorial de

SITUAGCAO CLINICA

CONTAGEMDE LT-CD4+

FREQUENCIA DE SOLICITAGAD

PVHIV com:
»  BEmusode TARV;e

3 Assintomatica; e

CD4 <350 céls/mm’

A cada 6 meses'™!

CD4>350 céls/mm’ em dois
exames consecutivos, com pelo

Nao solicitar

o . menos 6 meses de intervalo
> Com carga viral indetectavel

PVHIV que NAO apresentem as
condigbes acima, tais como:

> Semuso de TARV; ou

Qualquer valor de LT-CD4+ A cada 6 meses't

»  Evento clinico®; ou

> Emfalhavirologica

Fonte: DIAHV /SVS/MS.,

! Infecgbes (inclusive 10), toxicidade e possiveis causas de linfopenias (neoplasias, uso de interferon etc.).

bl Pacientes em uso de profilaxia de 10 podem ter a frequéncia de solicitacio de contagem de LT-CD4+ reduzida para
trés meses, a fim de avaliar critérios de resposta imunologica para suspensao ou manutencao da profilaxia.

PVHIV, de acordo com a situagao clinica
Fonte:DIAHV/SVS/Ministério da Saude.

E importante salientar que pacientes com a situagéo clinica estavel, em terapia antirretroviral, com carga viral
indetectavel e contagem de LTCD4+ acima de 350 céls/mm?, a realizagdo do exame de LTCD4+ nao 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

WwBD

imunoldgico.

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 29



Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+
BD FACSLyric™— Mddulo Basico

A recomendacdo de inicio precoce da terapia antirretroviral considera, além dos claros beneficios
relacionados a reducédo da morbimortalidade em pessoas que vivem com HIV, a diminuicdo da transmissao da
infeccdo, o impacto na redugao da tuberculose — a qual constitui principal causa infecciosa de 6bitos no Brasil e
no mundo — e a disponibilidade de opcdes terapéuticas mais comodas e bem tolerada. Nessa segao foi utilizada a

referéncia 7 descrita no capitulo final desse documento.

A) Parametros imunolégicos para imunizagoes com vacinas de bactérias ou virus vivos em pacientes

maiores de 13 anos infectados pelo HIV

Contagem de LT-CD4+ (percentual) Recomendacao para uso de vacinas com agentes vivos

atenuados

>350 céls/mm? (>20%) Indicar o uso

200-350 céls/ mm? (15%-19%) Avallar_p:ilrametros clinicos e risco epidemiologico para a tomada
de decisao

<200 céls/mm? (<15%) Nao vacinar

Fonte: DIAHV/SVS/MS.

Fonte: Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia, Prevencdo e Controle das Infecgdes
Sexualmente Transmissiveis, do HIV/Aids e das Hepatites Virais. Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da
Infecgao pelo HIV em Adultos, 12 edigéo, 2017.

A profilaxia contra infec¢gdes oportunistas tem como objetivo reduzir a possibilidade de infecgbes e
consequentemente diminuir morbimortalidade. A contagem de LTCD4+ é o principal paramentro utilizado para
indicar inicio e suspeng¢ao do tratamento. A profilaxia pode ser dividida em primaria, cujo objetivo & evitar o

primeiro episddio de doenga, e secundaria, cujo objetivo & pevinir a recorréncia.

©BD
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EXERCICIOS 2

1. Quais sao as células que o HIV infecta?

2. Quais séo, para o hospedeiro, as consequiéncias da redugao das contagens de células T helper?

3. Por que é importante acompanhar a contagem de linfocitos 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 sado levadas através de um sistema
pressurizado, a um local denominado célula de fluxo, onde ocorrera a interceptacdo 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¢gdo imunoldgica dos pacientes
infectados. E possivel, através da citometria de fluxo, ter acesso a proporgéo de células CD4/CD8 dos pacientes,
informagao fundamental para a decisdo de inicio de tratamento com antiretroviral e ainda para o monitoramento
da eficacia do tratamento.

E possivel se analisar qualquer particula ou célula com tamanho de 0,2 a 50 micrémetros por citometria
de fluxo, ou seja, cromossomos, células sanguineas, protozoarios, algas, etc. Porém, antes de se iniciar uma
analise, & necessario conhecer as configuragdes 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 caracterizagdo da célula/particula acontece quando a mesma, em um fluxo continuo, é 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 &ngulos 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 estdo
relacionados a dispersao de luz ndo 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.

Além das informagées de tamanho e granulosidade também pode-se determinar o tipo celular de acordo
com a expressdo de marcadores de superficie e/ou intracelulares e essa metodologia é conhecida como

Imunofenotipagem por citometria de fluxo.

\s
@ BD
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Detecgdo da
_X, fluorescéncia

Célula

Andlise no
Citdmetro

A

Anticorpo + fluorocromos

Figura 15: Imunofenotipagem. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

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

O resultado da excitagdo do fluorocromo pelo laser é a emissdo de fluorescéncia. O fenémeno da
fluorescéncia consiste na absorgao de energia por um elétron, passando do estado fundamental (S0) ndo excitado
para o estado excitado (S1) onde ocorre a absorgédo de energia do laser pelo fluoréforo. Este elétron ao retornar
ao estado fundamental € acompanhado pela liberagdo da energia absorvida por: vibragao e dissipagéo de calor e
emissao de fétons 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 nm.

& BD
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Fluorocromo absorve
) energia
Molécula fluorescente -

A= 488 nm

ﬁ HO 0 ‘ °
- ,-"I, \ ' \I"-, ,*";‘II‘. a M\
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COOH Anticorpo

Fonte de luz- excitagdo \

A= 520 nm

| Emissdo de fluorescéncia |

Figura 16: Emissao de fluorescéncia. Fonte: a ilustragdo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

Na rotina de quantificacdo 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 utilizagado 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.

{Fontede Luzincidente: |
! Laser de Argonioa 488 nm |
el g r

SIS } ;
| —_— FSC (fotodiado)

b7 I oL
Tk |

S 55C (PMT)

Fonte de Luz incidente: Detectores de fluorescéncia :

| Laser de Diodo a 635 nm i! (fotomultiplicadores- PMTs): |

"""""""""""""""""" i FL1 :
FL3

Figura 17: Principio basico da citometria de fluxo. Fonte: a ilustragcdo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/
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O primeiro fotodetector capta luz de comprimento de onda de 495 a 559 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 é o anti-CD3.

O segundo fotodetector capta luz de comprimento de onda de 544 a 628 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 é o anti-CD8.

O terceiro fotodetector capta luz de comprimento de onda de 646 a 754 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 é o anti-CD45.

O quarto fotodetector capta luz de comprimento de onda de 650 a 670 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 combinagdo de anticorpos/fluorocromos/fotodetector para o reagente BD
Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC:

Anticorpo conjugado | Fluorocromo Detector
Anti-CD3 FITC FITC

Anti-CD8 PE PE

Anti-CD45 PercP PerCP-Cy5.5
Anti-CD4 APC APC

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

Nessa secao foram utilizadas a referéncia 8 descrita no capitulo final desse documento e a instrugéo
de uso do reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC.

SISTEMAS
O funcionamento de um citdbmetro de fluxo é resultado da integragéo de trés sistemas:
A) Sistema de Fluidos

B) Sistema Optico gV,
< BD
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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

3 ‘ Transporta as particulas em um fluxo em direcdo ao feixe
=]

Camara de laser para interceptacdo
de fluxo
|
el V
BD
FACSFlow™ Apés interceptacdo com o feixe de laser, a amostra segue
4 em diregdo ao esgoto.
| Amostra
. L
-
-
o
Qy

Figura 18: Sistema Fluidico. Fonte: a ilustragéo usa elementos do Servier Medical Art https:/smart.servier.com/.

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

amostra.

& BD
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Alta pressao Baixa pressao

Focalizagdo hidrodinamica~ Focalizagdo hidrodindmica

Figura 19: Vazao de amostra. Fonte: a ilustragéo usa elementos do Servier Medical Art https://smart.servier.com/.

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

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

O sistema de coleta, por sua vez, é responsavel por captar essa disperséo e a luz fluorescente, direcionar
os comprimentos de onda para os fotodetectores especificos e receber a informagéo 6ptica, que sera futuramente
digitalizada e armazenada em um computador.

O direcionamento da luz para os fotodetectores é feito por lentes e espelhos dicrbicos, posicionados no
caminho da luz até os fotodetectores. Diante desses fotodetectores temos ainda filtros dpticos que garantem

especificidade na detecgéo de luz.

& BD
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Detector Filtro Fluorocromo Eri:i:sc;i Ec;)i;g;o Excitacao Marcador
1 BP 527/32 nm FITC 520nm Verde laser azul CD3
2 BP 586/42 nm PE 575nm Laranja laser azul CD8
3 BP 700/54 nm PerCP 675nm Vinho laser azul CD45
4 BP 660/10 nm APC 660nm Vermelho laser vermelho CD4

Tabela 2: Sistema Optico

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 Eletrénico.

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 fétons, alcangam um dos detectores, eles sao
convertidos em um numero proporcional de elétrons que sao multiplicados, criando uma corrente elétrica maior. A
corrente elétrica se encaminha para o amplificador e é 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 disperséo de luz, enquanto a largura do pulso refere-se
ao tempo de passagem da particula na frente do laser. A area do pulso de voltagem é utilizada como valor
numeérico padrao 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
parametro (FSC, SSC, FITC, PE, PercP e APC), em uma list mode data. Em seguida, o sinal luminoso é exibido
na posi¢do apropriada no grafico de dados. Os dados gerados pelo citbmetro de fluxo sdo armazenados de
acordo com um formato padrdo — FCS (Flow Cytometry Standard).

BD
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Figura 20: Sistema Eletronico.

Os dados podem ser visualizados em diversos formatos. Um Unico parametro, FSC ou FITC, por exemplo,
pode ser exibido como um histograma de parametro unico, em que o eixo horizontal representa o valor do sinal do
parametro em numeros de canais (intensidade de fluorescéncia), enquanto o eixo vertical representa o niumero de
eventos por numero de canal. Cada evento € posicionado no canal que corresponde ao valor de area do pulso de
voltagem para aquele parametro. Sinais com valores idénticos acumulam-se no mesmo canal. Sinais mais
intensos séo 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) sdo bastante utilizados para essa representacao.
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Figura 21: Como interpretar um dot plot.
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Figura 22: Dotplots representativos da andlise de Linfocitos T CD4 no BD FACSuite Clinical Software
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APRESENTAGAO DO EQUIPAMENTO

I E—

Tanque de  Tanque de Citémetro

esgoto salina

Figura 23: Apresentagao do equipamento

Figura 24: Indicadores luminosos
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©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.

& BD

41



Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+
BD FACSLyric™— Mddulo Basico

Probe manual
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Indicador Condicao Status
Verde Pronto para aceitar o tubo
Indicador LED na Piscando em ambar SIT Flush em andamento, ndo
Probe adicionar tubo
OFF Tubo na probe

Figura 25: Indicadores luminosos da probe

PREPARAGAO DAS SOLUGOES E INICIALIZAGAO DO EQUIPAMENTO

1. Com o citdbmetro desligado realize o preparo das solu¢des necessarias para o funcionamento do

equipamento.

Tanque Regente Modo de preparo

Tanque de solugéo de BD BD FACSFlow™ (cada caixa
Preencha o tanque com BD FACSFlow™.

FACSFlow™ (Roxo) contém: 20L cada)

Esfazie o conteddo.Adicione volume necessario de
Tanque de descarte Hipoclorito hipoclorito para que quando o tanque estiver cheio, a
(Laranja)

concentragdo de hipoclorito esteja entre 0,5% a 1%.

2. Ligue o sistema pressionando o botdo Power. O botdo Power se torna verde quando o sistema é
ligado.
3. Aguarde 20 minutos para o sistema aquecer antes de iniciar qualquer trabalho de aquisigdo. Durante
este periodo ndo se permite realizar qualquer tipo de aquisigéo.
4. Ligue o computador e inicie com este usuario:
a. USER: Administrator
b. PASSWORD: BDIS#1
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5. Inicie a sessao do software BD FACSuite Clinical.
a. Clique duas vezes no icone BD FACSuite Clinical para iniciar o software e insira o nome do
usudrio e senha:
i. USER: BDadministrator
i. PASSWORD: bdadministrator.
b. Confirme que vocé leu e entendeu a declaragéo na tela de login e assinale a caixa.
c. Clique em OK.
6. Verifiqgue se o software esta conectado ao citbmetro olhando o icone de status verde Connected
(Conectado), localizado no canto inferior esquerdo do espacgo de trabalho.
7. Verifique se o sistema fluidico esta pronto observado o icone de status verde Fluidics (Fluidico)
localizado no canto inferior direito do espacgo de trabalho.
8. Realize os procedimentos para retirada de bolhas do sistema:
a. Selecione Cytometer > Fluidics > Purge Sheath Filter (Citdbmetro > Fluidos > Purgar Filtro de
Fluido de Sheath) e realize este comando trés vezes.
b. Selecione Cytometer > Fluidics > Drain and fill flow cell (Citémetro > Fluidos > Drenar e
preencher célula de fluxo) e realize este comando trés vezes.

9. Ao final deste processo, o citometro esta pronto para a realizagdo do controle de qualidade.

©BD
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In Vitro Diagnostic Use

3/16+56/45/19 Version 10.0.0
3/16+56/45/19 « Truc Version 10.00
3/8/45/4 Version 1.0.00
3/8/45/4 + Truc Version 10.00
4 Color TBNK Version 10.00
4 Color TBNK = Truc Version 10.00
6 Color TBNK Version 10.0.0
6 Color TBNK = Truc Version 1000
Trucount Controls Version 10.00

@ Connected I @ Fluidics]

Figura 26: Interface do BD FACSLyric™ Clinical Software
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EXERCICIOS 3

1. Quais propriedades da célula ou particula podem ser medidas pelo citdmetro de fluxo?

2. Quais séo os trés sistemas que compdem o citbmetro de fluxo e qual é a fungao de cada um deles?

3. FSC é proporcional ao da célula.

4. SSC é proporcional a oua da célula.

5. Seguindo a frase abaixo, una as colunas:
No reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, o anticorpo anti- (COLUNA 1) é conjugado
ao fluorocromo (COLUNA 2). Ao ser excitado pelo laser (COLUNA 3).

COLUNA 1 COLUNA 2 COLUNA 3
CD3
CD4
CDs8
CD45
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CONTROLE DE QUALIDADE NA ROTINA DE QUANTIFICAGAO CD4/CD8

A qualidade de um resultado esta diretamente relacionada a trés fases distintas do processo de analise: a

fase pré-analitica, a fase analitica e a fase pos-analitica. Na rotina de quantificagdo de linfécitos T CD4/CD8 os

processos abaixo se dividem da seguinte forma em cada fase:

e T e TR

* Pedido médico (BPA-I): .

informagoes adequadas
quanto a indicacdoe a
suspeita diagnéstica. °
* Preparo do paciente .
* Coleta da amostra
+  Triagemda amostra .

* Manuseio

« Conservacio e transporte
da amostra.

FASE PRE ANALITICA

Performance do instrumento

Processamento da amostra

CQ de pipetagem e dos

BD CS&T

Tubos Trucount

AEQ

Trucount Controls

Interpretagéo do Lab
Report

Exata correlag&o Clinico-
Laboratorial

Exata interpretagao do
resultado

Nessa fase, daremos foco as etapas seguintes: Coleta da amostra, Triagem da amostra e Conservagéao e

transporte da amostra.

e Coleta da amostra: a amostra deve ser coleta em tubos EDTA K2 ou K3, 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 nao foi validado para utilizagdo em

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

e Triagem da amostra: verificar se a amostra esta devidamente identificada, se a requisicdo médica

confere com a identificacdo do paciente no tubo, se a amostra foi colhida com EDTA e se o volume de

sangue colhido é o especificado. Nessa fase, € muito importante que as caracteristicas fisicas da amostra

também sejam observadas (lipemia, ictericia, hemdlise e coagulos e/ou fibrina). As amostras de sangue

hemolisadas, com fibrina ou com coagulos nédo devem ser processadas.

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.
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Embora o processo de hemodlise seja classificado como a lise das hemaceas, o resultado dessa lise é a
liberagcao de uma série de moléculas proé inflamatérias que acabam por influenciar a sobrevida das outras
células do sangue. Por isso, amostras hemolisadas devem ser rejeitadas. A hemdlise fora do organismo,
ou seja, in vitro pode acontecer quando o sangue é armazenado sob temperaturas extremas (muito altas
ou muito baixas), em casos em que o sangue é colhido de forma inadequada ou ainda quando a
propor¢ao 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
informacgao relacionada ao transporte ou acondicionamento incorreto da mesma. Amostras coaguladas ou
com fibrina ndo devem ser processadas, pois a presenca de coagulos e fibrinas podem causar o
entupimento do citdbmetro 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 presengca de moléculas que atrapalham a dispersdo de luz, recomendamos que a amostra seja
processada e, em caso de resultado aberrante, que seja realizado o protocolo de substituigdo do volume
plasmatico (ver solugdes e problemas nas amostras e controles).

e Conservagao e transporte da amostra: a amostra in natura deve ser armazenada em temperatura
ambiente (20°C a 25°C) até o seu processamento. Depois de processada a amostra deve ser
armazenada em temperatura ambiente 20°C a 25°C sob o abrigo da luz e adquirida no citbmetro 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 destruigao 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 quente.
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FASE ANALITICA

Nessa fase, daremos foco nas etapas: Controle de qualidade do equipamento, Compensagao,
Processamento da amostra, Controle de qualidade de pipetagem e tubos BD Trucount™ Absolute Count
Tubes.

Controle de qualidade do equipamento/Calibragao

A calibragao do instrumento constitui uma das principais etapas do trabalho com citomotria de fluxo. Ela
garante a correta distribuicdo das células nos graficos e mostra se o instrumento utilizado na aquisi¢cao e analise
dos dados esta operando com total eficiéncia. Para a calibragdo do BD FACSLyric™, utiliza-se o reagente BD™
CS&T BEADS.

O BD™ CS&T BEADS é composto de uma suspensao de esferas (beads) com tamanho e intensidade de
fluorescéncia estaveis e uniformes. Ele apresenta quantidades idénticas de esferas de poliestireno de 3 ym
(fortes), 3 ym (médias) e 2 um (fracas). A dispersao frontal (FSC) e a dispersao lateral (SSC) identificam
populacdes de esferas com base no tamanho relativo. Apds a identificacdo das esferas, a intensidade de
fluorescéncia é medida pelos detectores do citdbmetro, processada eletronicamente, apresentada e analisada pelo
software. O BD™ CS&T BEADS permite ao software avaliar o alinhamento do laser, medir o desempenho € a
sensibilidade de cada detector. A sensibilidade € uma medida da capacidade de resolugdo do citdmetro para
células com fraca marcagédo. Assim, o BD™ CS&T BEADS atua como controle de qualidade e calibrador do
equipamento e deve ser utilizado todos os dias em que a rotina for executada. O BD™ CS&T BEADS é fornecido
em uma caixa contendo dois ou seis frascos de 3 ml cada, sendo suficientes para 50 e 150 testes

respectivamente. Esse processo de calibracdo no BD FACSLyric™ é dividido em 2 etapas:

Characterization QC (Caracterizagao do QC)

O objetivo do Characterization CQ (Caracterizagdo do QC (CQC)) é caracterizar e estabelecer valores de
linha de base para as medi¢des que serdo utilizadas para acompanhar o desempenho do citdmetro. Durante esse
procedimento o software executa o alinhamento do laser, define os valores iniciais de coeficiente de variagédo
robusto (%rCV), linearidade e sensibilidade do equipamento. Determina as tensdes iniciais dos PMTs para colocar
as esferas brilhantes nos canais desejados. Este € um procedimento realizado incialmente pela equipe de

engenharia e posteriormente executado pelos usuarios nos seguintes casos: a cada seis meses, apos troca de

W
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O preparo do BD™ CS&T BEADS ¢ feito em um unico tubo e o frasco das beads deve ser muito bem
homogeneizado antes de ser adicionado ao tubo.
Para preparar as BD™ CS&T Beads para realizar o Characterization QC.:
1. Separe e identifique um tubo de citometria
2. Homogeneize o frasco de BD™ CS&T BEADS, invertendo-o vigorosamente 10 vezes ou
agitando-o em um vortex a velocidade média durante 5-10 segundos.
3. No tubo de citometria, pipete 1000uL de BD FACSFlow™ filirada e pingue 4 gotas de BD™ CS&T
BEADS.
Homogeneize o tubo num vértex antes da utilizagdo.

Faca a leitura no software do equipamento.

1000pL salina
filtrada
+

4 gotas de BD A~~~
e

CS&T
Agitar Ler no
_— > :
equipamento
—~
N———1
SN—~

Figura 27 : Preparo do BD™ CS&T BEADS, para o Characterization QC

A BD recomenda que a calibracdo seja feita imediatamente apds o preparo do BD™ CS&T BEADS,
porém, caso isto ndo seja possivel, o reagente deve ser mantido sob prote¢cao da luz e armazado por até oito
horas na geladeira (4°C a 8°C).

Para executar o Characterization QC (Caracterizagdo do QC):
1. Abra o BD FACSSuite™ Clinical Software.
2. Na barra de navegacéo, clique em Setup & QC, se necessério, selecione a aba Setup & QC.
3. O resultado atual do Characterization CQ (Caracterizacdo do QC) e o tempo decorrido desde que
o teste foi realizado sdo mostrados no canto superior direito. Este procedimento deve ser realizado

a cada seis meses, apos troca de lote do CS&T ou interven¢ao da equipe de engenharia no

& BD
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i/ BD FACSuite Clinical -Oox
" Admin User | Preferences | Log Out

v

Acquire

BD FACSuite Clinical

€ 10/10 > [ 6/25/2019 4:00 PM - Approve Entry succeeded.

Setup & QC QC Reports Assay Setup Reports

Setup & QC Options Current Configuration: 4-Blue 3-Red
Task: Characterization QC
ﬁ CS&T bead lot ID: 8164664 (Expires: 6/30/2020)
“ New Lot...
Abort
an
Cytometer x
FACSlyric: 4-Blue 3-Red 3-Violet
~ st B
Tube Detected U
Universal Loader Door is Closed
Fluidics
Lasers = I

Figura 28 : Software BD FACSSuite Clinical para execugdo do Characterization QC

Selecione no menu Task (Tarefa) Characterization QC(Caracterizagao do QC).
Selecione o lote de esferas no menu BD™ CS&T Bead Lot (Lote de BD™ CS&T Beads).

a. O lote de esferas a ser utilizado € o nimero de lote impresso no tubo, ndo na caixa.
Carregue o tubo de esferas CS&T preparado na porta manual de tubos e clique em Start (Iniciar)
O software BD FACSuite exibe detalhes da tarefa no painel Setup Tasks. As marcas de

verificagado verdes, no canto inferior a esquerda, indicam a conclusdao de um passo na tarefa.
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[ 8D FACSuite Chnicat = x
He bt Vew Tosh Gytormeier Help Arersnce domnue | aenverces | g o
1010 -+ [ G23/2019 400 P - Appeove Iy soczeeded

| Canvent Configuration: 4 Blue 1-led 1-Vioiet

a
Event Rave: 2371

Bius Laser (7SC) Bhue Laser
%

SSCA
o8 B 3 Y4 ¥

| Extomater

] FACStyne: 4-Biue 3-Rled 3-Violet

R =l
Tube Detected | |
Universa Loasier Door i Ciased

B Fluics

G Lasess |

) c—

Setup Tasia
i_;;..:;[.}..uu..

W Cytomater Inftiaization

W Laser Aignment

' Laser Delays

 Besds eniifcation

) Determine Charscteriation Vabues
Collecting data sample 7 ovt of 29
@ Oriemmine Pesformance Values
@ Ostermine PUIT Votages

® Connected

Wiarkint 001 —— ® Fluses

Figura 29: Software BD FACSSuite Clinical durante a execucédo do Characterization QC

8. Ao concluir a tarefa de Characterization CQ (Caracterizagdo do QC), um dialogo de concluséo
abre e indica se a tarefa foi bem-sucedida ou se erros ocorreram.

Fe

Characterization QC x

Characterization QC for Normal Fluidics Mode successfully completed.

Would you like to view the report(s)?

Ys || Mo |

Figura 30: Dialogo da conclus&o do Characterization QC

9. Clique em Yes (Sim) para visualizar o relatério. Caso contrario, clique em No (Nao).

10. Remova o tubo de esferas CS&T e coloque um tubo de agua DI na porta do tubo manual.
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{7 8D FACSuite Clinical — B x
File Edit View Tools Cytometer Help Reference Admin User | Preferences | Log Out
€ 10710 > [ 6/25/2019 400 PM - Approve Entry succeeded, x
“Setup & QC 2| ac Reports ' QC Tracking  Assay Setup Reports
‘ e =- 8
“ Configuration Task Status Date CS&T Bead Lot ID Fluidics Mode User Report Name
Characterization QC 6/25/2019 4:16:02 PM in User CQC Report R659180000203 6252019.416
4-Blue 3-Red 3-Violet Performance QC [ Passed 6/25/2019 10:47:49 AM 8164664 Normal (Admin User PQC Report RE59180000203_6252019_104
<
Y [t s red 3ot Performance QC [ Passed 411172019 65229 M 8164664 Normal (Admin User PQC Report RE50160000203 4112019 652
4-Blue 3-Red 3-Violet Performance QC [ Passed 3/27/2019 102117 AM 8164664 Normal (Admin User PQC Report RE59180000203_3272019_102
B |481e3Red 3-Viokt Performance QC [ Passed 3/25/2019 422:35 M 8164664 Normal (Admin User PQC Report RE59180000203_3252019 422
4-8lue 3-Red 3-Violet Characterization QC [ Passed 3/25/2019 4:14:45 PM 8164664 Normal (Admin User CQC Report R659180000203 3252019 414]
an
< B B B | export | [ Comments | N
=
FACSLyric Performed: 6/25/2019 4:16 PM
Cytometer Characterization QC Report
4-Blue 3-Red 3-Violet
Cytometer: 8D FACSLyric User Admin User
Cytometer Name: FACSLyric Insitution: None
Serial Number: R659180000203
Fiuidics Mode: Normal
Last Characterization & QC: 6/25/2019 4:16 PM ul
Configuration Name: 4-Blue 3-Red 3-Violet Lest Modified: 3/1/2019 5:15 PM
SUMMARY: PASSED
ETECTOR SETTINGS
A Detector PMT Bright Bead Mid Bead DimBead | Linearity (+2%) Resolution
= ” - [Electroni
3| Name | Miror | Fitter [Position | voitage | %P °F| Median | %rcv | Median | wrcv | Median | srcy | Min | Max [Sensitviti il lo 10| ar
Gain Channel | Channel |y | 25
LASER: Blue (Wavelength = 488nm)
X]_FsC = — ] Fsc ] 2016 [ 00040 [117439] 06 [11753] 06 [19165] 07 | WA | WA | 48 | NA | WA | WA
x| ssC_| 10 [as8/i5| | 3608 | 86535 [120930] 13 [121741] 13 | 56036 ] 08 | WA | WA | 1461 | WA | NA | Na
x| Fic | sorp [52732| D | 6750 | 86922 | 98839 | 1. 077 | o 35 | 244 | 95 [230052] 512 | 193 | 814 | 84
x| e | s60tp | se/42 | C | 5821 | 86256 | 08602 | 1 022 | 6. 413 | 180 | 337 230622 1365 | 180 | 1,1084] o1
X "c’;g‘; 665t | 700/54 | B | 622 [ 87091 | 97869 | 20 | 2420 | 96 | 80 | 219 | 140 |230135| sa6 | 192 | 304 | 30
X| Pe-Cy7 | 7520p | 783/56 | A | 7177 | 88135 98920 | 31 | 1727 | 162 | 383 | 349 | 64 |[230400] 2161 | 186 | 749 | & i
LASER: Red (Wavelength = 640nm) o
R T 7 VT YT W T Y 2 e ey e T e T Y w7 e e &)
© Connected Workiist 001 ® Fluidics

Figura 31: Software BD FACSSuite Clinical ap6s a conclusdo do Characterization QC

Interpretagdo do Characterization QC Report (Relatério de Caracterizagdodo QC)

Apds a conclusdo do Characterization QC (Caracterizagdodo QC) os valores sdo automaticamente
calculados de acordo com os valores alvos determinados pelo lote do CS&T, eles serdao apresentados como na
figura abaixo. Se todos os pontos do BD™ CS&T BEADS estiverem de acordo com as recomendagbes no
Summary (Resumo) aparecera a mensagem PASSED (Passou) em verde. Se qualquer um dos parametros que
sdo avaliados durante o caracterizagdo do equipamento for reprovado, a calibragdo sera abortada e o relatério
néo sera gerado. Caso seja reprovado e o relatério for gerado no Summary (Resumo) aparecera a mensagem
FAILED (Falhou) em vermelho. Desta maneira sera necessario realizar alguns procedimentos antes de refazer o
Characterization QC (Caracterizagaodo QC).
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Cytometer Characterization QC Report
4-Blue 3-Red 3-Violet

Cytometer: BD FACSLyric User: Admin User

Cytometer Name: Julia Institution: None

Serial Number: RZ6591800039

Fluidics Mode: Normal

Last Characterization & QC: 6/8/2017 2:51 PM

Configuration Name: 4-Blue 3-Red Last Modified: 4/3/2017 4:16 PM
SUMMARY: PASSED Valores alvos das medianas e valores do % rCV

Valores de linearidade e sensibilidade

DETECTOR SETTINGS |

° Detector PMT Bright Bead Mid Bead Dim Bead Linearity (£2%) Resolution

L

(= A

S 5 ... . BElectroni

< 2 . B I f - 3 . M M it S

S| Name | Mirror | Filter |Position | Voltage 3 OP€ O} Median | %rcv | Median | %rcv | Median | %rcv " ax [ ensidy c Noise |Qr (x10%( Br

Gain Channel | Channel y RSD

LASER: Blue (Wavelength = 488nm)

X| FsC - - FSC 4234 | 00040 §120,533| 0.6 [120635| 0.6 19912 | 06 N/A N/A 568 N/A N/A N/A
X SSC 10 488/15 E 442.0 | 8.3287 §121,980 1.6 123,300 16 56,423 0.9 N/A N/A 1,514 N/A N/A N/A
X | FITC S07LP | 527/32 D 616.8 | 8.6613 101,118 1.6 2,663 9.2 438 26.7 126 229,625 422 19.5 773 160
X PE S60LP | 586/42 € 549.9 | 8.5635 §100910| 1.2 2,626 6.3 498 18.8 155 [229,944| 1,290 182 636.8 142
X Pce;?;' 665LP | 700/54 B 579.2 | 8.7237 || 99,647 21 2,262 9.5 404 226 84 [229892| 512 20.2 36.2 18
LASER: Red (Wavelength = 640nm)

x| Apc [e660/10 [660/20 ] ¢ | 5286 [ 84813 f101205] 17 [ 2805 [ 80 494 19.6 170 [228756] 568 193 | 525 21

Figura 32: Relatério da calibragdo da caracterizagdo do QC

Como podemos ver no relatério acima, serdo apontados os valores alvos determinado para as voltagens
otimas dos PMTs (Voltage), a mediana (Median) e o coeficiente de variacdo robusto (%rCV) das diferentes
fluorescéncias das beads do BD™ CS&T Beads, além da linearidade (Linearity) e sensibilidade (Sensibility) do
equipamento. Os valores obtidos no Characterization (Caracterizagdo) serdo utilizados como base para a
avaliacdo de desempenho do equipamento no dia-a-dia.

Performance QC (Desempenho do QC)

O objetivo do Performance CQ (Desempenho do QC (PQC)) é acompanhar o desempenho do citbmetro
ao longo dos dias. Durante esse procedimento o software verifica o alinhamento do laser, mede o percentual do
coeficiente de variagdo robusta de uma populagéo, linearidade, resolugdo e poténcia do laser. Comparar as
tensbes de PMT, coeficiente de variagdo robusta e linearidade com os valores estabelecidos durante o
Characterization QC (Caracterizacdo do QC). Atualiza diariamente a matriz de compensacgéo e as PMTVs para
as configuragbes de LW e LNW. Este € um procedimento executado diariamente pelos usuarios.

O preparo do BD™ CS&T BEADS ¢ feito em um unico tubo e o frasco das beads deve ser muito bem
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Para preparar as BD™ CS&T Beads para o Performance QC (Desempenho do QC):
1. Separe e identifique um tubo de citometria
2. Homogeneize o frasco de BD™ CS&T BEADS, invertendo-o vigorosamente 10 vezes ou
agitando-o em um vortex a velocidade média durante 5-10 segundos.
3. No tubo de citometria, pipete 500uL de BD FACSFlow™ filtrado e pingue 2 gotas de BD™ CS&T
BEADS.
Homogeneize o tubo num vértex antes da utilizagao.

Faca a leitura no software do equipamento.

500pL salina
filtrada
+

2 gotas de BD
]

CS&T
Agitar Ler no
T ;
equipamento
N
N————
N—~

Figura 33 : Preparo do BD™ CS&T BEADS, para o Performance QC

A BD recomenda que a calibracdo seja feita imediatamente ap6s o preparo do BD™ CS&T BEADS,
porém, caso isto ndo seja possivel, o reagente deve ser mantido sob protecdo da luz e armazado por até oito

horas na geladeira (4°C a 8°C).

Para executar o Performance CQ (Desempenho do QC):

1. Abra o BD FACSSuite™ Clinical Software.

2. Na aba Setup & QC o resultado atual do Performance CQ (Desempenho do QC) e o tempo
decorrido desde que o teste foi realizado sdao mostrados no canto superior direito. Este € um
procedimento realizado diariamente e tem validade de 24 horas.

No Task (Tarefa) selecione Performance QC (Desempenho do QC).
Selecione o lote de esferas no menu BD™ CS&T Bead Lot (Lote de BD™ CS&T Beads).

a. O lote de esferas a ser utilizado é o numero de lote impresso no tubo, ndo na caixa.

& BD
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BD FACSuite Clinical
File Edit View Tools Cytometer Help Reference

€ 33 > [ 6/25/2019 10:32 AM - Daily Clean is successfully completed.

Setup & QC

Setup & QC Options Curn

Task: Performance QC
CS&T bead lot ID: 8164664 (Expires: 6/30/2020)

Assay Setup Reports: Select...

P = o« 2

Cytometer
FACSLyric: 4-Blue 3-Red 3-Violet
-~ Status
Tube Detected
Universal Loader Door is Closed
Fluidics
B4 Lasers

X

(a0

il

| P

Figura 34: Software BD FACSSuite Clinical para a execugéo do Performance QC

6. O software BD FACSuite exibe detalhes da tarefa no painel Setup Tasks. As marcas de

verificagdo verdes, no canto inferior a esquerda, indicam a conclusdo de um passo na tarefa.

BD
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[ BD FACSuite Clinical =P
_Fle Gt Yew Toos Criomeler belp Befrence e it [ 5. o

€ 33+ [ €25/2018 10:32 AM - Duily Clesn s suceessfully completed. %

Setup % QC 0 Reports 0C Tiaddag sy Setup Reports
Setup & GC Options | Current Configuration: 4- Rive 3-Red 3 Viclet a
Performance QC Event Rate: 508 Hapsed Time: 00:01:21

ok

ST bead ot 100 8164668 (xpires-6/30:2020) N

Aseay Satup Raports Seiact.

I

Cytometer ’J
Tube Detected [
Universal Loader Door is Closed <)

E Fudics

B Losers =)

Setup Tasks

Normal Flidics Mode
 Cytometer Intuization

o Laser Delays

' Beads identification

(U Determine Performance Values
@ Laser tignmet Check

@ Choracterization Vahues Check
@ Determine PMT Voltages

@ Connected ® Fruidhes

Figura 35: Software BD FACSSuite Clinical durante a execucéo do Performance QC

7. Aguarde a conclusdo da aquisi¢ao.
8. Quando a aquisigao estiver concluida, clique em Yes e o Performance QC Report (Relatério de

CQ) é exibido e os resultados s&o mostrados.

Performance QC

Performance QC for Normal Fluidics Mode successfully completed.
Performance QC for High Sensitivity Fluidics Mode successfully completed.

Assay / Tube Settings Setup successfully completed.

Would you like to view the Performance QC report(s)?

Figura 36: Caixa de Dialogo ap6s concluséo do Performance QC

9. Apds a aquisigcéo, coloque um tubo com agua destilada na probe.
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Interpretagédo do Performance QC Report (Relatério do desempenho do QC)

Apés a finalizagdo da calibragdo os valores do QC Report sdo automaticamente calculados e
apresentados como nos relatérios abaixo. Os valores gerados apés o Performance QC sdo comparados com 0s
valores referéncia determinados no Characterization QC. Se qualquer um dos resultados para um parametro
individual for reprovado, este sera mostrado em vermelho e no Summary (Resumo) aparecera uma mensagem
de FAILED (Falhou) em vermelho na parte superior do relatério. Desta maneira, sera necessario realizar alguns

procedimentos antes de refazer o Performance QC (Desempenho do QC).

Performed: 4/18/2018 2:27 PM
Cytometer Performance QC Report
4-Blue 3-Red 3-Violet

Cytometer: BD FACSLyric User: Service User

Cytometer Name: Institution: None

Serial Number: R659180000189

Fluidics Mode: High Sensitivity

Last Characterization QC: 4/18/2018 2:00 PM

Configuration Name: 4-Blue 3-Red 3-Violet Last Modified: 3/6/2018 9:43 AM

Coeficiente de variagdo robusto (rCV) < 6%
SUMMARY: PASSED i i < 79
APMTV <50 | Llnelandade_ 2%

DETECTOR SETTINGS I

.g Detector PMTV Bright Bead Linearity (+2%) Resolution

g = . o 5 Min Max Sensitivi

524 Name Mirror | Filter Position Actual A Median % rcv ehannall charrel | Actai o Diff Qr (x10%) Br
LASER: Blue (Wavelength = 488nm)

X FSC = = FSC 420.1 -7.0 119,968 16.7 N/A N/A 14 -50 N/A N/A
X SSC 10 488/15 E 366.2 -23 115,201 27 N/A N/A 1,749 -5 N/A N/A
X FITC S07LP 527/32 D 6313 15 101,106 24 88 |228494 780 18 226.6 118
X PE 560LP 586/42 C 565.8 13 101,178 23 133 233876 1798 4 21873 224
X PerCP-Cy5.5 665LP 700/54 B 661.5 -19 103,168 43 110 |229,760 624 43 58.5 35
LASER: Red (Wavelength = 640nm)

X] APC [ e60/10 | 66010 [ ¢ 65L.1 | 06 97,805 24 100 [2201500 752 9 69.5 18

Figura 37: Relatério da calibragdo do desempenho do QC

Como apontado em vermelho no relatério acima, o laudo final da calibragcdo deve se encaixar em trés
condigbes que estdo também mostradas abaixo:
1. Avariacado das voltagens dos PMTV (A PMTV) DEVEM estar iguais ou menores que 50 em médulo;
2. Os valores de % coeficiente de variagdo robusta de uma populagéo das esferas de alto brilho (% Bright
Bead rCV) para FITC, PE, PERCP Cy 5.5 e APC DEVEM ser menores que 6%;

3. A Linearidade do Instrumento (Linearity) para todos os pardmetros DEVE ser igual ou menor a 2%;

P\l
& BD
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Se todos os pontos do BD™ CS&T BEADS estiverem de acordo com as recomendagbes acima, a
mensagem no Sumary do relatério estiver PASSED (Passou) em verde aparecera no Summary (Resumo) do
relatério. O equipamento estara entdo pronto para uso e a janela de controle de qualidade podera ser entédo
fechada. Um arquivo pdf com o relatério serd gerado e automaticamenete salvo. Warnings (Atengdo) podem
acontecer, porém esse alarme nao € um critério de reprovagao da calibragao.

Compensagao

E o procedimento realizado para eliminar a sobreposicéo de espectros de emissdo dos fluorocromos,
permitindo que cada detector identifique somente uma fluorescéncia especifica.

Para a compensagédo do BD FACSLyric™, utiliza-se o reagente chamado BD™ FC Beads. As BD™ FC
Beads 7-Color Kit sdo fornecidas em uma caixa contendo 7 pacotes com 5 tubos cada, correspondente a cada um
fluorocromos liofilizados (FITC, PE, PERCP-Cy5.5, PERCP, PE-Cy7, APC e APC-Cy7). Cada tubo tem uma
mistura de esferas positivas e negativas. No BD FACSLyric™ os valores de compensagao precisam ser medidos

e atualizados a cada 60 dias.

Figura 38: BD™ FC Beads 7-Color Kit
Update reference setting (Atualizar das configuragoes padroes)

E o processo que recalcula e atualiza a matriz de compensacédo LYSE WASH (LW) E LYSE NO WASH

(LNW) que foram previamente criadas durante a instalagao do equipamento. Os valores de compensagao gerados

"L/
@ BD
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Para preparar as BD™ FC Beads 7-Color Kit para o Update reference setting (Atualizar as
configuracdes padrdes):

1. Separe um tubo de FC Beads de cada um dos fluorocromos FITC, PE, PERCP-Cy5.5, PERCP,
PE-Cy7, APC e APC-Cy7
Mantenha os tubos em uma rack para que atinjam a temperatura ambiente, protegidos da luz.
Pipete 500uL ou 10 gotas do reagente de diluigao contido no kit

4. Homogeneize os tubos de FC Beads agitando-o em um vortex a velocidade média durante 5-10
segundos.

5. Faga a leitura no software do equipamento.

500uL
ou
10 gotas do
i AN N
diluente SRR
Agitar Ler no
equipamento
N1 N——1 N ]
N—e SN—— - 7
FITC PE PERCP  PERCP Cy5.5 APC

Figura 39 : Preparo do BD™ FC Beads, para o Update reference setting

A BD recomenda que a atualizacdo seja feita imediatamente apds a ressuspenssdo das BD™ FC Beads,
porém, caso isto ndo seja possivel, o reagente deve ser mantido sob protegdo da luz e armazenado por até quatro

horas na geladeira (4°C a 8°C).

Para executar o Update reference setting (Atualizar as configuragbes padroes):
1. Navegue na aba do setup Setup & QC o resultado atual do Lyse Wash (LW) e Lyse No Wash
(LNW) uptade e o tempo decorrido desde que o teste foi realizado s&o mostrados no canto
superior direito. Este € um procedimento realizado a cada 60 dias.
2. Verifique se o Performance CQ (Desempenho do QC) passou.
Na tela Setup and QC Options:

WwBD
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a. Selecione no Task Update Reference Settings (Atualizar as configuragdes padrées)
b. Selecione LNW como nome de Reference Settings Name (Nome da configuragdo
padrao).
4. Verifique se CS&T bead lot ID esta selecionado.
5. Clique em Start (Iniciar).

Setup & QC Options

Task: Update Reference Settings ~

Reference Settings Nan Lyse No Wash v

CS&T bead lot ID: 7151720 (Expires: 6/30/2019) ~

Figura 40: Software BD FACSSuite Clinical para a execugéo do uptade reference setting setting

6. Uma janela que contém os tubos necessarios para atualizacdo dos valores compensacdo sera

aberta.
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Update Reference Settings O x

Select which tubes to update in the Run column. Ensure that the correct lot IDs are selected. Remove button will
permanently remove compensation for the selected fluorochrome from Reference Settings.
Acquisition will start when Next button is clicked.

Control Tubes

Run ‘ Fluorochrome Control Type | Label | Lot ID Remove Fluorochrome ’ x |
-/ FITC FC Beads Generic 7025716 (2/28/2019) ¥ Only Administrator can re... | Remove

oL PE FC Beads Generic 6344987 (1/31/2019) ¥ Only Administrator can re... | Remove

Y PerCP FC Beads Generic 6315998 (11/30/201i ¥ Only Administrator can re... | Remove

v PerCP-Cy5.5 FC Bead Generic 6300628 (11/30/201t ¥ Only Administrator can re... | Remove

v APC FC Beads Generic 6315875 (11/30/201! ¥ Only Administrator can re... | Remove

Next | Cancel |

Figura 41 : Caixa de dialogo dos tubos das FC Beads para o Update reference setting

7. Verifique os seguintes pontos:
a. Os fluorocromos presentes na janela e os tubos das FC Beads preparados;
b. Conferir se os lotes das FC Beads estao corretos
8. Selecione Next (Préximo)
a. Com o tubo de CS&T utilizado para realizar Performance QC (Desempenho do QC) do
dia, carregue-o na entrada manual de tubos.
b. Clique Continue (Continuar)
c. CHECKS em verde aparecera apos a aquisigao completa do CS&T
9. Em seguida continue adquirindo os tubos de FC Beads preparados

10. Selecione Finish (Terminar)
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Please ensure that the CS&T Bead
tube (lot # 7151720) is loaded on the

cytometer.

_ Continue |

Figura 42 : Caixa de dialogo durante a execugéo do Update reference setting

Apds a aquisicdo dos tubos das FC Beads o software realizara o calculo da matriz de
compensacdo LNW e o equipamento estara pronto para iniciar a rotina CD4/CD8.

BD
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Resumo dos procedimentos de controle de qualidade do equipamento:

Procedimento

Funcgao

Reagente necessario

Periodicidade

Characterization QC

Caracteriza e estabelece
os valores alvos inicial do

equipamento

BD™ CS&T BEADS

e A cada seis meses,

e Apds troca de lote do
CS&T ou

e Apos intervencgao da
equipe de engenharia

no equipamento.

Performance QC

Avalia a performance do

equipamento

BD™ CS&T BEADS

Diariamente

Update reference setting

Atualiza a matriz de
compensagao Lyse-Wash

e Lyse no Wash

BD™ FC Beads

A cada 60 dias (2 meses)

Instalagdo de um novo lote de esferas

Se esta for a primeira vez em que vocé esta processando um lote de esferas, CS&T ou FC Beads sera

necessario instalar os arquivos com os lotes que sao disponiveis no site da BD. O arquivo do lote de esferas

contém informacgdes especificas do lote de esferas, como data de validade, %rCV, MFIs alvo e especificagbes de

sensibilidade.

Para baixar as informagdes de um novo lote de BD™ CS&T BEADS ou BD™ FC Beads:

1. Em um computador com acesso a internet, acesse o site da BD Europa: www.bdbiosciences.com/en-

eu

2. Selecione Biosciences > Instrument > Clinical Instrument > Clinical Software > Flow Cytometer

Aquicition > BDFACSSuite Clinical Software

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.
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W Europe OTH™ & Sign In/Regist:

Live Cha

Biosciences Instruments Reagents Applications  Support =0 Search Q

Biosciences Instruments Ginical instruments Clinical software Flow Cytometry Acquisition BD FACSuite™ Clinical Software  ~

BD FACSuite™ Clinical Software

Overview FACSLyric

Overview Resources Bead Lot Files

BD FACSLyric™ Clinical Bead Lot Files

« BD™ CS&T Installation Instructions

« BD™ FCInstallation Instructions

Name Bead Lot Files Status Part Number
BD™ CS&T 910898_9093951 CE-IVD 656504 (50 Tests)
When running a BD FACSLyric™ 12-color CE-IVD 910898_9063854 656505 (150 Tests)
instrument, we recommend using lot 9051880 or 910898_9051880
newer. This new lot of beads, and all future lots, 910898_8164664
have been optimized for the 12-color instrument. 910898_7298995

910898_7235842
910898_7151720
910898_7081518
910898_7054750

BD™ FC Beads 7-Color Kit 656867_9094902 CE-IVD 656867
When running a BD FACSLyric™ 12-color CE-IVD 656867_9021747
instrument, we recommend using lot 831066 or 656867_8310666
newer. This new lot of beads, and all future lots, 656867_8236653
have been optimized for the 12-color instrument. 656867_8235690

656867_8187657
656867_8149975
656867_8079519

rrraca onanras

Figura 43: Passo-a-passo para busca dos lotes de esferas CS&T e FC Beads no site da BD

3. Baixe o arquivo de lote necessario.
4. Transporte os arquivos de lotes para o computador conectado ao BD FACSLyric™ e coloque-o no

& BD

local desejado.
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Abra o BD FACSSuite™ Clinical Software.

Clique na aba Libary (Biblioteca) no lado esquerdo.

Cligue em CS&T ou FC Beads

© ® N o o

em seu computador e clique em Open (Abrir).

3

i BD FACSuite Clinical
File Edit View Tools Cytometer Help

€ 777 > B4 6/25/2019 11:15 AM - Delete Wo

Library

4 Assays

2 | posmmm——

ﬁ\d Beads and Reagents
CS&T Beads

FC Beads

@ Reagents

Trucount Tubes

4 Keywords

1 i QeD

\ Standard

x— User-Defined

AR Labels

4 Tube Settings
QB0

Figura 44 : Software BD FACSSuite Clinical para insersao dos lotes de CS&T e FC Beads na biblioteca

Selecione a opgédo Beads and Reagents (Beads e Reagentes) no menu do lado esquerdo.

Cliqgue em File (Arquivo) > Import (Importar). Localize o arquivo de lote de esferas que vocé baixou

Uma vez instalado, o numero do lote de esferas estara disponivel para selegdo no menu BD™ CS&T

Bead Lot (Lote de BD™ CS&T Beads) para as execugdes subsequentes de Characterization CQ.
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EXERCICIOS 4

1. Qual é o reagente usado para calibragédo e controle de qualidade do BD FACSLyric™? O que o compde?

2. Quais séo as etapas de calibragao do BD FACSLyric™? E quando ela deve ser realizadas?

3. O que deve ser observado no Performance QC Report? Responda detalhadamente.

4. Qual é o reagente é utilizado paraa compensagao do BD FACSLyric™? O que o compde? Como prepara-lo?
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5. O que é compensagao?

6. Quando devemos realizar a compensacao do BD FACSLyric™?

6. Onde adicionar os lotes das esferas utilizadas no BD FACSLyric™?

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.
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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 solug¢des pipetadas sejam obedecidos.

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

i *Diluicdo 1:10 E

____________________________ Incubagdo de Incubacéo de

/ 1 1 . .

€= ! * 50 pLde sangue 1 15 minutos oo , 15 minutos

DT NS A P +450puL DRI :
________________________________ | solugdo de lise | ; Citometro
|+ 20 pLde BD Multitest™ ! vsrex | (BDFACS™ | 5.
! CD3FITC/CDS8 PE/ i | Lysing ;
\  CD45PerCP/ CD4 APC | \  Solution |
ST + diluida 1:10) !

+ Utilizar pipetagem reversa para o sangue.

* Asolugdo preparada é estével por 1 més quando armazenada em um recipiente de vidro ou polietileno de alta densidade (HDPE)
em temperatura ambiente.

Figura 45: Preparo de amostra.

Preparagdo das 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 quantificagcdo de CD4/CD8 sao 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™ & o reagente que

P\l
& BD
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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 ndo toque no pellet de beads. Quando o reagente toca as beads, elas sao
solubilizadas.

Etapa 2 - Pipetar o sangue.

O volume de sangue utlilizado € 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.

Etapa 3 - Lise das hemacias e fixacdo das marcacdes de superficie

Apos os 15 minutos de incubagéo, 450uL da solugao de lise (BD FACS™ Lysing Solution ) ja diluida 1:10
em agua destilada deve ser adicionada ao tubo. A solugéo de lise (diluida ou concentrada) nao requer protegédo da
luz nem refrigeragéo e, apos diluida, deve ser utilizada em até um més desde que conservada em frasco de vidro
limpo. Se a solugao for armazenada em frascos de plasticos, o ideal é que sejam feitas diluicdes semanais.
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.

Etapa 4 - Leitura no BD FACSLyric™.

Apods 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).

Preparagao dos Controles

Os controles BD TruCOUNT (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, sao utilizadas beads em alta, média e em baixa concentrac¢édo (valor absoluto conhecido em 50uL de

cada controle). Por esta razdo, os controles sdo preparados em trés tubos: o controle alto (ou high), o controle

W
& BD
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No preparo dos controles adicionamos 50uL de sangue por pipetagem reversa, seguida da adi¢cao de

450uL de BD FACS™ Lysing Solution. Apds isso cada bead deve ser adicionada em seu tubo correspondente

(pipetagem reversa). Assim teremos um tubo para o controle alto, um tubo para o controle médio e um tubo para

0 controle baixo. Antes da pipetagem, os frascos dos BD Trucount™ Control Beads devem ser vortexados

gentilmente por 30 segundos. Apds a adigao dos controles, os tubos ja podem ser adquiridos no citdmetro.

Antes da leitura de controles ou amostras, os tubos devem ser homogeneizados. A aquisigdo dos

controles deve ser realizada em todos os dias em que o laboratério tiver rotina CD4/CD8, e eles devem ser

analisados utilizando-se as Regras de Westgard.

BD Trucount™
Absolute Count
Tubes

+ Particulas BD

o)
Trucount™ Control T

Beads

PREPARO DOS CONTROLES

* 450 pL de solugdo de lise

————————————————————

Figura 46: Preparo dos tubos de BD Trucount™ Control Beads
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BD FACSuite Clinical e Aquisi¢ao de amostras

Apbs a realizagdo do Performance QC com o BD™ CS&T Beads o equipamento esta pronto para uso. Os
proximos passos serao: Inserir as informagdes do reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4
APC, BD Trucount™ Absolute Count Tubes e BD Trucount™ Control Beads, criar a lista de trabalho (Worklist)

para a leitura das amostras, a aquisicdo das amostras, ajuste dos gates e interpretacéo do Lab Report.

Preparagéo da Library:

1. Apos abrir o BD FACSuite Clinical, selecione o icone Library (Biblioteca) no canto esquerdo da tela.

I7 BD FACSuite Clinical
File Edit View Tools Cytometer Help Reference
€ §4 6/25/2019 11:15 AM - Delete Worklist Entries succeeded.

Quick Start

Figura 47: Library

2. Na coluna Library, expanda a opgdo Beads and Reagents (Beads e Reagentes) e clique em Reagents
para inserir o lote e a validade do BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC
CD3/CD8/CD45/CD4 e dos BD Trucount™ Control Beads LOW, MEDIUM e HIGH.
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{7 BD FACSuite Clinical
File Edit View Tools Cytometer Help Reference

€ 10/10 £4 6/25/2019 3:20 PM - Approve Entry succeeded.

e

4 Assays

O Product Name vi

Muititest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19

“ Beads and Reagents -
A Multitest CD3/CD8/CD45/CD4
CS&T Beads RS
FCBead / Trucount Control beads Low
g | Missss |_Trucount Control beads Medium
Trucount Tubes
“ Keywords
8 (~10)
Standard
— User-Defined
AR | Labels
4 Tube Settings
(1)

Figura 48: Reagents

a. Para inserir o lote do BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC, clique em BD
Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC CD3/CD8/CD45/CD4. Na janela BD
Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC CD3/CD8/CD45/CD4, clique no botédo
Add Lot (Adicionar Lote). Na janela Add New Lot (Adicionar novo lote), insira o niumero do lote
do BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC no campo Lot ID, e a data de
validade em Expiration Date (Data de expiragdo). Marque a caixa Current Lot (Lote atual) para

indicar que é o lote em uso pelo laboratério, e clique em OK para salvar.
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Reagent Info

Single Color
Fluorochrome

Label

Multitest CD3/CD8/CD45/CD4

Lot Info

Product Name Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 Lot ID

15525

Set Current Lot || Edit Lot || Add Lot || Delete Lot

Expiration Date Y2 Current Lot Al
3/31/2020 v

Add New Lot

Lot ID

Expiration Date

Current Lot

Figura 49: Add New Lot
Para inserir o lote dos BD Trucount™ Control Beads, clique em BD Trucount™ Control Beads

b.
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Enter lot information for Multitest CD3/CD8/CD45/CD4.

17205

[7/31/2021 B

o 4 July 2021

Su Mo Tu We Th

29
6
13

20
27

30
7
14
21
28

1
k)

15
22

29

Fr

2
9
16
23
30
6

Sa

3
10
17
24
31

»

High, Medium ou Low (Beads do Controle Trucount Alto, Médio ou Baixo) para inserir a

informagéo do respectivo controle. Na janela BD Trucount™ Control Beads, clique no botédo

Add Lot. Na janela Add New Lot, insira 0 niumero do lote do BD Trucount™ Control Beads no

campo Lot ID, e a data de validade em Expiration Date. Marque a caixa Current Lot para indicar

que é o lote em uso pelo laboratério, e clique em OK para salvar. Repita o procedimento para os 3

controles, Low, Medium e High.

¢
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Trucount Control beads High
Reagent Info Lot Info | Set Current Lot || Edit Lot || Add Lot || Delete Lot |
Product Name Trucount Control beads High Lot ID Expiration Date  v2 Current Lot a1
Single Color 32578 12/21/2020 v
Fluorochrome
Label
Add New Lot x
Enter lot information for Trucount Control beads High.
lotip (34712
Expiration Date | 1/31/2021 fis)
Current Lot 4 January 2021 »

Su Mo Tu We Th Fr

27 28 29 30 3 1
3 4 5 6 7 8
10 11 12 13 14 15
17 18 19 20 21 22
25 26 27 28 29 30
1 2 3 4 5 6

Baen @

Figura 50: Trucount control beads High

c. Para alterar o lote entre as opgdes ja salvas no software, selecione o lote do reagente e clique em

Set Current Lot (Definir o Lote Atual). O lote selecionado sera marcado com um v na coluna
Current Lot (Lote Atual).

Lot Info mmmmp| Set Current Lot || Edit Lot | | Add Lot || Delete Lot | Lot Info | Set Current Lot || Edit Lot || Add Lot || Delete Lot
Lot ID Expiration Date  v2 Current Lot Al ‘ Lot ID Expiration Date  v2 Current Lot Al
34712 1/3172021 v 32578 12/31/2020 o
32578 12/31/2020 I 34712 1/3172021

Figura 51: Lot info

3. Ainda na opcdo Beads and Reagents, clique em Trucount Tubes (Tubos Trucount) para inserir o lote e

& BD
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a. Para inserir o lote do BD Trucount™ Absolute Count Tubes, clique em Add na janela Trucount
Tube Lots. Na janela Trucount Tube Lot, insira 0 nimero do lote do BD Trucount™ Absolute
Count Tubes no campo Lot ID, a data de validade em Expiration Date e o numero de beads do
pellet em Beads / Pellet. Marque a caixa Current Lot (Lote atual) para indicar que é o lote em uso

pelo laboratério, e clique em OK para salvar.

Trucount Tube Lots - m —l

Lot ID Expiration Date 42 Beads / Pellet Current Lot A1

2/28/2020

Trucount Tube Lot w
Lot ID |22467
Expiration Date | 1/31/2021  [i5]
Beads / Pellet 48,000 4 January 2021 »
Current Lot o, Su Mo Tu We Th Fr Sa
27 28 29 30 31 1 2
3 45 6 7 8 9
10 11 12 13 14 15 16
17 18 19 20 21 22 23
24 25 26 27 28 29 30
3]+ 2 3 & 6

Figura 52:Trucount Tube Lots

b. Para alterar o lote entre as opgdes ja salvas no software, selecione o lote do reagente e clique em

Set Current. O lote selecionado sera marcado com um \/ na coluna Current Lot.
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Trucount Tube Lots | Add | Set Current |

lotlD  ExpirationDate 42  Beads/Pellet Currentlot A1
22467 1/31/2021 48,000 v

18212 7/31/2020 49,800
18058 2/29/2020 48,000

Set Current

Lot ID Expiration Date 42  Beads/Pellet =~ Currentlot Al

7/31/2020
1/31/2021
18058 2/29/2020 48,000

Figura 53: Set Current

Configuragao dos arquivos salvos:

1. Inicialmente, verifique se o equipamento estda Connected (conectado) e com os niveis de solugdo nos

reservatorios adequados para a aquisigao das amostras.

BD Assays

In Vitro Disgnastic Use

3/16-584509 Version 1000
316564519 « Truc Version 1000
EW‘W‘_ Version Iﬂﬂ?
3345 - True Version 10.00
4 Color TBNK. Version 1000
4 Color TBNK « Truc Version 1.0.00

Trucount Controls. Version 1000

L N

@ Connected

Figura 54: BD Assays

2. Na parte superior da janela, clique em Tools > Preferences (Ferramentas > Preferéncias) para configurar

& BD
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{7 BD FACSuite Clinical
File Edit View Tools Cytometer Help Reference

€77 V] 5/35/;} User Management

Preferences P
Administration
View Usage Tracking Log

BD FACSLink Test Results History

Generate System Health Report

an \ System Status

Figura 55: Preferences

a. Clique na aba Worklists (Listas de trabalho) e selecione Entry Run Package. Na opgédo Auto
Export Options (Opgdes de exportagdo automatica), marque as opgdes Export entry run package
after acquisition (Exportar a lista de trabalho com os resultados apdés a aquisi¢éo) e Create dated
subfolder (yyyymmdd) (Criar subpasta do dia no formato ANO.MES.DIA). Isso criar4 uma pasta do
dia no diretério C:\BD Export ClinicalERP\Worklists, que esta indicada no campo Location
(Localizacao), e salvara a worklist analizada com os resultados dos pacientes.

b. Na opgao Naming Format, selecione Sample ID (Identificagdo da amostra) na primeira caixa e
Task Name (Nome do teste) na segunda caixa. Selecione None (Nenhum) para a terceira e quarta

caixas. Isso determinara o nome dado a lista de trabalho exportada ao final da rotina.

¥
oy
O
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Preferences

General
4 Export
" Entry Run Package:
FCS
Results
Assay Setup
Print

Auto Export Options

‘ V. Export entry run package after acquisition

Location | C:\BD Export ClinicahERP\Worklists

— . Create dated subfolder (yyyymmdd)

Naming Format

Sample ID >
Task Name X
None ~
None =
Delimiter  Underscore N

. Autonumber starting with | 1 ﬂ

Example based on the 53516 1D Task Name_001.cerp
selected choices

Browse ...

System  Setup&QC [ S Universal Loader

X

oK

gl

Cancel |

Figura 56: Auto Export Options

c. Selecione FCS. Na opcao Auto Export Options, marque as opgdes Export FCS after acquisition

(Exportar FCS ap6s a aquisigao) e Create dated subfolder (yyyymmdd) (Criar subpasta do dia no

formato ANO.MES.DIA).

Isso criara uma pasta do dia no diretério C:\BD Export

Clinical\FCS\Worklists, que esta indicada no campo Location, e salvara os arquivos das analises

dos pacientes no formato .fcs.

d. Na opgdo Naming Format, selecione Sample ID (Identificagdo da amostra) na primeira caixa e

Task Name (Nome do teste) na segunda caixa. Selecione None (Nenhum) para a terceira e quarta

caixas. Isso determinara o nome do arquivo de cada paciente analisado.
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Figura 57: FCS

e.

Preferences

S_ysh?n Sﬂu_p&_ﬂE Worldists

General
4 Export
Entry Run Package

——

Results
Assay Setup
Print

Auto Export Options

‘ . Export FCS after acquisition

Location gC:\BD Export Clinical\FCS\Worlklists

B . Create dated subfolder (jyyymmdd)

Naming Format

Delimiter

Sample ID
Task Name

Mone

None

Underscore

-

I- Browse . |

Example based on the
selected choices

Sample ID_Task Name_yyyymmdd_hhmmss.fcs

|| cancei

Selecione Results

(Resultados).

Na opcao Auto Export Options, marque as opgdes

Automatically export results (Exportar os resultados automaticamente) e Create dated subfolder
(yyyymmdd) (Criar subpasta do dia no formato ANO.MES.DIA). Isso criard uma pasta do dia no

diretério C:\BD Export Clinical\Results\Worklists, que esta indicada no campo Location, e

salvara o arquivo de exportagdo que sera transferido para o Siscel.
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Preferences b

General Auto E@d Ogﬁuns
gt B . Automatically expert resuts
Entry Run Package
fes Location | CABD Export Clinical\Resuits\Worklists || Browse..
CRewss B Create dated subfolder (jyyymmdd)
Assay Setup
Print
ok || Cancel

Figura 58: Results

Preparagéo da lista de trabalho:

1. Na tela inicial do FACSuite Clinical, selecione a opgao Worklist no canto esquerdo da tela.

BD FACSuite Clinical

File Ed _on . Hel

€ 777 > [ 6/25/2019 11:15 AM - Delete Worklist Entries succeeded.

Figura 59: Manage Worklists
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2. Selecione a aba Manage Worklists (Gerenciar Listas de Trabalho) e clique em New (Novo) para criar uma
nova Worklist. Sera aberta uma nova aba para configuracao da Worklist.

i 8D FACSuite Clinical
€ 353 > § 6/25/2019 10:32 AM - Daily Clean is successfully completed.

Manage Worklists

Delete |

Shared Name

Figura 60: New

3. Na janela Loading Options (Opgbes de carregamento), confirme se a opgdo Loading Option esta

marcando Manual.

w0 T
22 (23 I D il

Layout View Carrier ID 001  Rack| 1 |of1-» O X
<
°
Loading Options o x
Carrier Type 40 Tube Rack =
Loading Option ~ Manual N

Figura 61: Loading Option

€

BD
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4. Na janela Worklist Entries (Entradas da Lista de Trabalho), preencha a coluna Sample ID (Identificagdo

da Amostra) com o numero de identificagdo dos tubos do controle TruCOUNT, e selecione a opgado BD

Trucount™ Control Beads na coluna Task (Tarefa).

5. Ainda na janela Worklist Entries, preencha a coluna Sample ID com o numero de identificacao do

paciente, e selecione a opcdo 3/8/45/4 + Truc na coluna Task. Repita esse procedimento para cada

paciente adicionado na Worklist.

Worklist Entries Approva

" || Audit Trail | ¥ || E-Signature | ~ || More.. 'j
!
‘ Sample ID Task Status Location
. >1 1 QTrucount Cont ¥ Ready
| »2 2 €03/8/45/4 + Tru v Ready
(K¢

Figura 62: Worklist Entries

6. Para facilitar a identificacdo da Worklist, altere 0 seu nome apds inserir as informagdes dos pacientes. Na
barra de ferramentas, cligue em File > Rename para abrir a janela Rename Worklist. Altere 0 nome para
a data do dia, no formato ANO.MES.DIA (por exemplo, 20190626).

7. A Worklist ficara salva automaticamente na aba Manage Worklists.

{7 BD FACSuite Clinical
File Edit View Tools Cytometer Help Reference

Import ¥ e Worklist Entries succeeded

Export » . 2
orklist 001 x i Rename WorkList X

Export Statistics >
= AR b il ‘ Worklist Name: [20190626 |
ename

Rack | 1

Save

s 4 s s 71 a \ OK HCancel‘

Print >

Exit Alt+F4

Figura 63: Rename Worklist

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 82



Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+
BD FACSLyric™— Mddulo Basico

NOTA: As informagbes sobre os lotes do reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC,
BD Trucount™ Absolute Count Tubes e BD Trucount™ Control Beads, além do pellet de beads do BD
Trucount™ Absolute Count Tubes serdo carregados automaticamente da Library, mas ndo apareceréao
na Worklist. Antes de preparar a Worklist, confirme se os reagentes utilizados no dia estao

corretamente cadastrados e selecionados na Library (Ver o tépico Preparar a Library na pagina 68).
Aquisicao das amostras:

Apos terminar de preencher a lista de trabalho, vocé estara pronto para iniciar a aquisi¢ao.

1. Selecione a primeira amostra da Worklist na janela Worklist Entries. Ela ficara com uma seta AZUL a sua

esquerda. Clique em Run All (Adquirir Todos).
. >3 NORMAL €3/8/45/4 + Truc

{7 BD FACSuite Clinical

File Edit View Tools Cytometer Help Reference

€ 10710 §d 6/25/2019 3:08 PM - Approve Entry succeeded.

Manage Worklists M TESTE MOH
Tﬁ@a ﬁ“'“’ﬁ Re-Acquire All ~ | Skip Tube i
| Layout View Carrier ID 001 i Rack| 1 |of1 o x
i 5
.
Y

Figura 64: Run all

2. A caixa de dialogo Worklist Acquisition Run sera aberta. Ela mostrara Warnings (Avisos) caso seja

necessario realizar alguma agdo corretiva no equipamento, e Informational com o Lot ID do BD
Trucount™ Absolute Count Tubes utilizado.

& BD
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Figura 65: Worklist Acquisiton Run

Worklist Acquisition Run

Warnings (5 of 5)

- Monthly cleaning recommended.

- Assay setup passed with warning(s) for Assay Trucount

Controls.

- Reference settings for Assay Trucount Controls are expired.

- Assay setup passed with waming(s) for Assay 3/8/45/4 +

- Reference settings for Assay 3/8/45/4 + Truc are expired. —

Truc.

=

Informational (1 of 1)

Trucount lot ID 18212 will be used for all unacquired entries, =

Do you want to continue the worklist run?

Continue H Cancel

a. Clique em Cancel (Cancelar) caso precise realizar algum procedimento corretivo ou alterar o(s)

lote(s) do(s) reagentes.
b. Clique em Continue (Continuar) para seguir com a aquisicdo da amostra. Sera aberta a janela

Load Tube (Carregue o Tubo) solicitando que o tubo da amostra seja encaixado na probe.

Figura 66: Load Tube

Load Tube

Please load tube: CD3/8/45/4 + Truc, of Sample: NORMAL, on the manual station.

[(Siopfan |

Homogenize a primeira amostra e carregue-a no instrumento. A aquisigdo comegara automaticamente.

Ao finalizar a aquisic@o, sera aberta a janela Unload Tube (Remova o Tubo) solicitando a retirada do tubo

da probe. Retire-0 e aguarde até a janela Load Tube (Carregar o tubo) ser aberta novamente solicitando o

encaixe do préximo tubo de amostra.
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Unload Tube

Please remove current tube on manual station. WARNING: Do not load next tube until prompted.

Figura 67: Upload tube

Ao finalizar a aquisicdo das amostras, verifique se os resultados dos BD Trucount™ Control Beads e dos
pacientes estdo corretos (Ver o tépico FASE POS-ANALITICA na pagina 80 para exemplos de Lab Report de

amostras e dos BD Trucount™ Control Beads).

1. Para visualizar os resultados dos BD Trucount™ Control Beads e das amostras dos pacientes, selecione a

amostra na Worklist. A amostra selecionada ficara com uma seta AZUL a sua esquerda.

P >3 NORMAL €)3/8/45/4 + Truc Ready For Approval

Figura 68: Amostra selecionada

2. Ajanela abaixo da Worklist Entries tera o nome da amostra selecionada e exibird o seu Lab Report.
a. Caso o Lab Report esteja conforme o esperado para o exame de CD4/CD8, clique em Approved

para confirmar o resultado.

NORMAL: 3/8/45/4 + Truc

| cD3/8/45/4 + Truc | v | CurrentTube CD3/8/45/4+Truc ~ | Approved | | Not Approved |
ook B B[E A - @ FH S|
Lab Report "Physician Report

@®BD 3/8/45/4 + Truc: Lab Report

Sample ID: NORMAL

Figura 69: Lab Report Approved

b. Caso observe alguma falha na analise da amostra, execute os procedimentos corretivos que forem
necessarios.
Se o posicionamento dos gates estiver incorreto, clique sobre o gate e mova-o para a posigao
correta no grafico. Apoés isso, clique em Approved.

& BD
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T Allkvents x1000 AllEvents
250 ® 250 & il
200 200
< 150 < 150
O O
a a
100 100
¥ ymphs ¥ ymphs &
01 L . . - .
(| 10 102 100 10* 108 1 100 102 100 10* 105
S CD45 PerCP-A i CD45 PerCP-A

Figura 70: Posicionamento dos gates

Se houver problemas no preparo da amostra, faga uma nova preparagdo e adquira novamente.
Selecione a amostra na Worklist (a amostra selecionada ficara com uma seta AZUL a sua
esquerda) e selecione a opgdo Re-Acquire from Pointer. Apds confirmar que o resultado esta

correto, clique em Approved.

O = ) T Y

| Re-Acquire Selected 1 %
Layout View Carrier ID 001
ﬁ \ thied Re-Acquire All
| T ) Re-Acquire from Pointer
Y :
.

Figura 71: Re-Acquire

NOTA: O arquivo de exportagdo € gerado SOMENTE se o botdo Approved for selecionado, e contera

SOMENTE os resultados das amostras aprovadas.
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FASE POS-ANALITICA
Interpretagao de resultados
Amostras

Apés a leitura de cada amostra, o BD FACSuite Clinical gera dois laudos: o Lab Report e o Physician
Report. O Lab Report € a aba exibida sempre que selecionamos uma amostra na Worklist, e é o laudo onde os
graficos contendo as populagdes celulares estdo presentes. Os valores percentuais e absolutos sdo provenientes
de cada grafico do laudo. Por isso, observar se as populagdes estdo devidamente distribuidas nesse laudo é de
extrema importancia. Além disso, o nimero de eventos de linfocitos e de beads deve atingir valores minimos e a
analise de consisténcia deve ser executada. O Physician Report € um laudo resumido, e pode ser visualizado ao
clicar na aba Physician Report que esta a direita da aba Lab Report.

NORMAL: 3/8/45/4 + Truc

| cD3/8/45/4 + Truc | v | Current Tube | CD3/8/45/4 + Truc ~ | Approved | | Not Approved |
0 ok W2 R oy R HE S
l Lab Report ‘Physician Report i

@®BD 3/8/45/4 + Truc: Lab Report

Figura 72: Physician Report

Valores minimos necessarios configurados no FACSuite Clinical:
-300 segundos (5 minutos) ou
- 10 mil eventos totais
-CD45+ Lymphs Events (Linfécitos) =2 2500 eventos
- Beads Events 2 1000 eventos

A analise de consisténcia dos resultados também deve ser realizada:
- Pureza do gate de linfécitos (CD45 x SSC)
- A soma (% ou cels/pl) de CD3+CD4+CD8- mais CD3+CD4-CD8+ mais CD3+CD4+CD8+ mais
CD3+CD4-CD8- deve ser igual a CD3+

O FACSuite Clinical gera valores celulares em numeros de eventos analisados (Value) para Beads (Bead
Events) e Linfécitos (Lymphs Events). Também s&o gerados valores percentais (%Lymphs) e de células/uL (Abs

Cnt) para os demais dados da tabela do Lab Report, sendo que para esse Ultimo é necessaria a utilizagdo dos

P\l
& BD

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 87

tubos BD TruCOUNT no preparo da rotina.



Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+
BD FACSLyric™— Mddulo Basico

Os valores percentuais sdo gerados com base no numero de eventos de linfocitos e de cada populagao
de interesse. Uma vez que a populagéo foi identificada pelo gate, o nUmero de eventos existente naquela regido é
compilado, o valor ¢ dividido pelo nUmero de eventos de linfécitos (Lymph Events) e multiplicado por 100.

% de células = _Numero de eventos dentro da reqgido de interesse x 100

Numero de eventos de linfécitos (CD45+ Lymphs Events)
Sendo assim, o valor de CD3+ %Lymphs corresponde a porcentagem de linfécitos T existente dentre
todos os linfécitos da amostra.
Ja os valores absolutos (células/uL) sdo gerados com o auxilio dos tubos BD TruCOUNT. Isso porque
para ter acesso a esse valor € 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:

@BD 3/8/45/4 + Truc: Lab Report

Sample ID: NORMAL
Sample Name:
Case Number:

Acquired Using: Worklist_001 Approved: 6/25/2019 3:08:11 PM Entry Status: Approved

Trucount Lot ID: 18212 | Beads Per Pellet: 49800 |

Cytometer: BD FACSLyric Cytometer SN: R659180000203 Software: BD FACSuite Clinical v1.1.1
Results Summary (Abs Cnt is in cells/pl) Volume de sangue lido:

Volume de

Label %Lymphs _ Value or Abs Cnt n? de Beads contadas X %
Bead Events 1,837 no tubo
Lymphs Events 2,499 Contagem absoluta de linfocitos CD45+:
Lymphs 3855 n? de eventos CD45 + contados
CD3+ 74.67 1,012 volume de sangue lido (L)
CD3+CD4+ 46.66 632 Volume de sangue lido:
CD3+CD4+ (excl. dual pos.) 46.22 626
CD3+CD8+ 26.17 355 1837)(:12_%%6: 1,844|.l|.de sangue
R Al echaiipas) il a4 Contagem absoluta de linfocitos CD45+:
CD3+CD4+CD8+ 0.44 6 2499 _ 1355 20C€|S/|.l|.
CD3+CD4-CD8- 2.28 31 1,844uL ’

Figura 73: Contagens Absolutas — Lab Report.

Assim, o valor de CD3+CD4+ Abs Cnt corresponde ao numero de linfécitos T helper por microlitro de

sangue daquele paciente e assim funciona para todas as outras populag¢des celulares para as quais os valores

P\l
& BD

absolutos sé&o gerados.
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Dentro do quadro de valores gerados é possivel encontrar a relagéo entre linfécitos T helper e linfocitos T
citotéxicos, antigamente chamados de linfécitos T supressores. A representagdo dessa relagdo € 4/8 ratio. A
razao € obtida pela divisdo do niumero de eventos da populacao de linfécitos T helper pelo nimero de eventos da
populacao de linfécitos T citotdxicos. Se a contagem absoluta ou a contagem percentual de linfocitos T helper for
dividida pelos mesmos valores de linfécitos T citotoxicos, o resultado sera idéntico.

Ha, porém, dois fatores cruciais para que todas essas contagens sejam confiaveis: o numero de
eventos de linfécitos (Lymphs Events) que deve ser maior ou igual a 2500 e o nimero de eventos de beads
(Beads Events) que deve ser maior ou igual a 1000. Nessa secéo foram utilizadas a referéncia 9 descrita no
capitulo final desse documento e a instrugdo de uso do reagente BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45
PerCP/CD4 APC.

Controles

A interpretacdo dos resultados dos controles é muito similar & dos resultados das amostras. E necessario
verificar se os nUmeros minimos de eventos de beads dos BD Trucount™ Absolute Count Tubes foram atingidos.

A diferenca deste tubo para um tubo de amostra é que neste caso apenas os graficos SSC-A x APC-A e
PE-A x FITC-A sao apresentados. No primeiro grafico as beads do BD Trucount™ Absolute Count Tubes e dos
BD Trucount™ Control Beads apresentam a cor marrom. No segundo grafico as beads do BD Trucount™
Absolute Count Tubes sao exibidas com a cor verde, e as beads dos BD Trucount™ Control Beads aparecem
como um grupo de eventos roxos. Assim como as beads dos tubos TruCOUNT, as beads BD Trucount™ Control
Beads sdo também positivas para os quatro fluorocromos (FITC, PE, PerCP e APC), porém possuem intensidade
de fluorescéncia menor para o PE (aparecem abaixo das beads do BD Trucount™ Absolute Count Tubes no
grafico PE-A x FITC-A).

O valor de BD Trucount™ Control Beads Events (Eventos das beads do controle trucount) indica o
numero de eventos de beads BD Trucount™ Control Beads que passaram pela célula de fluxo. O FACSuite
Clinical divide este valor pelo volume de sangue calculado (como anteriormente) e gera, entdo, a contagem
absoluta de beads de controle (Abs Cnt beads/uL). Na interpretacdo desses dados, o que deve ser feito é a
comparagdo entre o valor de Abs Cnt com os valores fornecidos pelo fabricante (esses valores estdo na caixa
dos BD Trucount™ Control Beads), levando em consideragéo seu desvio padrdo (representado por SD na caixa

do reagente).

'
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Results Summary

Label

Total Bead Events

Trucount Bead Events

Trucount Control Low Bead Events

Trucount Control Low Beads Abs Cnt (beads/pL)

Results
3,998
3,808
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Results Summary
Label

Total Bead Events

Trucount Bead Events

Trucount Control Medium Bead Events

Trucount Control Medium Bead Abs Cnt (beads/uL)

Results
3,999
3,181

818
256

All Events M
10"

10

<
w
L5

0’

u Trucount Beads
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Beads

u Trucount Control Beads

10° 104 10°
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Results Summary

Label

Total Bead Events

Trucount Bead Events

Trucount Control High Bead Events

Trucount Control High Bead Abs Cnt (beads/pL)

Figura 74: Visualizagdo do Controle baixo (Low), médio (Medium) e alto (High).
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Como a contagem absoluta correta de cada controle é conhecida, um resultado fora do intervalo esperado
(x 1SD) indica a reprovacao 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 quando se tem rotina é que os mesmos ajudam a avaliar a pipetagem do

operador e a identificar o tipo de erro que podem estar inseridos na rotina (sistematico, aleatério, etc).

IMPORTANTE: O FACSuite Clinical ndo permite a insercao dos valores esperados e do desvio padrao para cada
BD Trucount™ Control Beads. Para avaliar a qualidade dos resultados gerados na aquisi¢do dos
BD Trucount™ Control Beads, insira os valores de BD Trucount™ Control Beads Abs Cnt

(beads/pL) na planilha de Levey-Jennings.

Regras de Westgard na rotina CD4/CD8

No ano de 2008 o Departamento de DST, Aids e hepatites virais iniciou a implementagao do sistema de
avaliagdo e monitoramento da qualidade através de planilhas eletronicas especificas para a construgdo de
graficos de Levey-Jennings e aplicagdo das regras de Westgard para interpretagbes e tomadas de acdes

corretivas quando necessarias. O programa disponibiliza em sua pagina na internet (http://www.aids.gov.br) em

Profissionais de saude > CD4+/CD8+ os arquivos para a construcdo dos graficos 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;

v" No arquivo em formato “Excel” - CQ FACSCalibur - Controle de qualidade - do grafico de Levy-Jennings,

clicar em Nao atualizar. As trés primeiras colunas da esquerda para a direita, deverao ser preenchidas
com a data de realizacdo, o més e o numero do controle realizado. Nas trés colunas seguintes, nesta
mesma ordem, deverdo 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 numero de lote e com os valores de média e desvio padrao informados na caixa do
reagente.

v A medida que, os valores de média e desvio padrdo sdo preenchidos para cada nivel de controle, a linhas

do grafico de Levy-Jennings sdo desenhadas e a medida que os valores dos controles forem sendo

BD
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digitados, os respectivos graficos serdo construidos, momento em que deveréo ser aplicadas as Regras

de Westgard seguindo o fluxograma para a avaligdo da rotina de trabaho.

Fluxograma das Regras de Westqgard
"Regras de Westgard" Modernas: Para uso com 3 niveis de controles Data:
Técnico:
Resultado do Roaultada da Cantralo - Ok - Ratina lihorada
Controle A
T Ndo
13s Ndo 2 de 325 Nado Rss Nado 31s Nio 12x
um ponto (entre corridas) — O intervalo > 3 valores de —l 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 corrida) 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 dgn*rro de com um controle consecutivas
MESMO 2DP. uma rotina, ndo em 3 rotinas ou
entre rotinas. consecutivas com 3 controles
ou em 4 rotinas
com 3 controles consecutivas,
em 1 rotina etc...
Sim
Sim .
Sim
Sim
A\ 4 \ 4 \ 4 \ 4 A\ 4
Resultado do Controle - Fora - Rejeitar rotina

Nessa secao foi utilizada a referéncia 10, descrita no capitulo final desse documento.
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EXERCICIOS 5

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

2. Apos a coleta, em quanto tempo o sangue deve ser preparado para a leitura no BD FACSLyric™? E apés

preparada, em quanto tempo a amostra pode ser lida?

3. Como devemos pipetar o sangue? Por qué?

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

5. Devemos agitar bem os tubos dos BD Trucount™ Control Beads antes de pipeta-los ou isto é

desnecessario? Explique.

& BD
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6. Nas figuras abaixo, indique e corrija os erros (se houver):

' *Apods a diluicdo |
i 1:100, utilizar em !

7 dias Incubagdo de

|+ 450 pLde sangue | 5 minutosa8°C T 15 minutos no claro
L +400pL e :
. solugiode | i Citometro

* 20 pL de BD Multitest™ lise* 1:10

i CD3 FITC/CD8 PE/ CD45 ! o
‘ | PerCP/ CD4 APC i
|| e e '
U BD Trucount™ Absolute Count Tubes
'+ No utilizar pipetagem reversa para o sangue. |
) PREPARO DOS CONTROLES |

BD Trucount™ I — e |

Absolute Count

Tubes

ﬁ * 400 pL de sangue

* 50 pL de solucdo de
lise

* 2 pL de BD Multitest™

| CD3 FITC/CD8 PE/
o ) . CDA5 PerCR/ CDAAPC |

o)
+ Particulas BD
Trucount™ Control

Beads T T
] I t* 15 minutos i
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LIMPEZA E MANUTENGAO DO EQUIPAMENTO

ATENCAO!!! Sempre utilize equipamentos de protecdo (jaleco, luvas e dculos) ao executar as manutencdes. As

pecas entram em contato com as amostras e, portanto, apresentam risco bioldgico.

MANUTENGCOES DIARIAS

Manutencao apos aquisicao e desligamento:

1.

A partir da barra de menu, clique em Cytometer > Daily Clean. (Citdbmetro > Limpeza Diaria). O dialogo
Daily Clean (Limpeza Diaria) é aberto.
Coloque um tubo contendo 2 mL de solug&o de hipoclorito a 0,5 a 1% na porta de tubo manual, e entdo
clique em Continue (Continuar).
Quando solicitado, coloque um tubo contendo aproximadamente 3 mL de agua DI na porta de tubo
manual, e entdo clique em Continue (Continuar). O dialogo fechara quando o processo estiver concluido.
Carregue um tubo contendo 2 mL de agua DI na porta de tubo manual.

a. Sempre deixe um tubo de agua DI na porta de tubo manual quando o sistema n&o estiver em uso.
Limpe as superficies externas.

a. Limpe as superficies externas do citbmetro e area de trabalho.

b. Descarte os materiais de limpeza usados em recipientes para residuos infectantes.
Na barra de menu, selecione Cytometer > Shutdown. (Citdbmetro > Desligamento). O didlogo Cytometer
Shutdown (Desligamento do Citémetro) é aberto.
Clique em Yes (Sim). O botdo Power pisca em verde por alguns segundos, o sistema é desligado e o
botdo Power se torna ambar.
Encerre a sessao do software.

a. No lado direito da barra de menu, clique no botao Log Out (Encerrar Sesséao).

b. No didlogo de confirmagéo, clique em Yes (Sim).
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Preenchimento do tanqgue de BD FACSFlow™:
Este topico descreve como verificar o nivel de BD FACSFlow™, ilustra os componentes do tanque de BD
FACSFlow™ e descreve como preencher o tanque de BD FACSFlow™. Os tanques de BD FACSFlow™ e de

residuos devem ser colocados nivelados ou abaixo o citdmetro. A colocagdo dos tanques mais alta que o

citbmetro pode causar sifonamento ndo controlado.

O tanque de fluido de BD FACSFlow™ é translucido, de forma que é possivel verificar visualmente o nivel
de fluido. Em adigao, o status de fluidos no citometro piscara em AMBAR como alerta o usuario quando o tanque
esta proximo de ficar vazio e inicia um timer de 10 minutos. E necessario preencher o tanque antes de decorrer os
10 minutos, a fim de evitar interrup¢do da aquisigdo. O sistema para a operagao quando o timer expira. Se o
tanque nao for preenchido dentro de 10 minutos, o status do citometro ficara VERMELHO e o sistema impede

operagao adicional.

Ne Descricao

1 Conector

2 Tampa de preenchimento

3 Tanque de fluido de BD FACSFlow™ no suporte

Figura 75: Tanques

Para preencher o tanque de BD FACSFlow™:

1. Desconecte o conector do tanque de BD FACSFlow™, girando-o em sentido anti-horario.

©BD
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b

Figura 76: Encaixe

Remova o tanque de BD FACSFlow™ do suporte e coloque-o em uma estagéo de preenchimento.
Remova a tampa e encha o tanque com solugdo BD FACSFlow ™.

Reinstale a tampa e coloque o tanque no suporte.

o > b

Reinstale o conector e vire em sentido horario para apertar.

Esvaziamento do tanque de residuos:

Este topico descreve como verificar o nivel do tanque de residuos, ilustra os componentes do tanque de
residuos e descreve como esvaziar o tanque de residuos. Os tanques de BD FACSFlow™ e de residuos devem
ser colocados nivelados ou abaixo do citdmetro. A colocagdo dos tanques mais alta que o citbmetro pode causar
sifonamento n&o controlado.

O tanque de residuos padrao é translucido, de forma que é possivel verificar visualmente o nivel de fluido.
Em adicdo, o status de fluidos no citometro piscara em AMBAR c como alerta o usuario quando o tanque esta
préximo de ficar vazio e inicia um timer de 10 minutos. Se o tanque néao for esvaziado dentro de 10 minutos, o

status do citometro ficara VERMELHO e o sistema impede operagao adicional.

N2 Descri¢ao

1 Conector

2 Tampa de preenchimento

3 Tanque de residuos padrao no suporte

©BD
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Figura 77: Esvaziando tanque de residuos

Atencdo: Todas as amostras e materiais biolégicos podem transmitir infecgédo
@ potencialmente fatal. Para prevenir exposi¢cdo a agentes com perigo bioldgico, exponha
0 conteudo do recipiente de residuos a uma solugao de hipoclorito (0,5 a 1% do volume
total) antes do descarte. Descarte o residuo de acordo com regulamentagdes locais. Use
precaugdes apropriadas e use roupas de protecao, protecao ocular e luvas adequadas.

Para esvaziar o tanque de residuos:
1. Verifique se o sistema ndo esta processando nenhuma amostra.

2. Desconecte o conector do tanque de BD FACSFlow™ girando-o em sentido anti-horario.

Figura 78: Encaixe tanque de residuos

3. Remova o tanque do suporte e coloque-o em uma estagéo de descarte.

& BD
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4. Remova a tampa de preenchimento e esvazie o tanque. Segure o tanque em um angulo a medida que este
€ esvaziado, e despeje lentamente para evitar respingar o conteudo.
Adicione a solugao de hipoclorito concentrado ao tanque, para que este seja 10% do volume total tanque.
Reinstale a tampa de preenchimento e instale o tanque no suporte.

Reinstale o conector vire em sentido horario para apertar.

MANUTENCOES PERIODICAS

Além do procedimento acima as manuten¢des abaixo devem ser realizadas de forma periddica:

Procedimento Descrigao Frequéncia
Execugédo da Descontamina o SIT com hipoclorito 0,5 a 1% e agua DI. Diaria

limpeza diaria

Purge Sheath Remove bolhas de ar do filtro de fluido de corrente. Semanal (minimo)
Filter

Execugéao da Descontamina o percurso do fluido de corrente do citbmetro com Mensal

limpeza mensal hipoclorito 0,5 a 1%.

IMPORTANTE Efetue o bypass the sheath filter (desvio do filtro
de fluido de corrente) antes de executar o procedimento de
Limpeza Mensal.

Troca do Sheath Previne a entrada no citometro de particulas e bolhas de ar A cada 3 meses /
Filter provenientes do tanque de BD FACSFlow™. Semestral

NOTA Atualize os detalhes do filtro de fluido de corrente
selecionando Cytometer > Maintenance> Replace Sheath Filter.

& BD
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Execucao da limpeza mensal (Monthly Clean):

O procedimento de limpeza mensal enxagua o sistema fluidico com uma solug&o de hipoclorito 0.5 a 1%,
seguido por um outro enxague com agua DI e BD FACSFlow™. O procedimento leva cerca de 20 minutos para
ser concluido. Este procedimento deve ser realizado pelo menos uma vez por més. Pode ser realizado mais

frequentemente, se o sistema estiver muito sujo ou se houver suspeita de qualquer contaminagao.

Para realizar o procedimento de limpeza mensal:

1. Verifique se o sistema estd no modo Standby (n&o realizando aquisicdo nem realizando nenhuma outra
tarefa relacionada a componentes fluidicos)

2. A partir a barra de menu, selecione Cytometer > Monthly Clean (Citdbmetro > Limpeza Mensal). A caixa de
dialogo Monthly Clean (Limpeza Mensal) é aberta.
Carregue um tubo com 2 mL de solugao de hipoclorito a 0,5 a 1% na porta de tubo manual.
Encha um tanque com 2 L de solugao de hipoclorito a 0,5 a 1%.

a. Recomendamos o uso de um tanque extra dedicado para a solugéo de hipoclorito a 0,5 a 1% neste
procedimento. Se vocé tiver este tanque, remova o conector do tanque de BD FACSFlow™ e
instale-o no tanque de hipoclorito dedicado.

b. Se vocé ndo tiver um tanque de solucdo de hipoclorito dedicado, esvazie tanque de BD
FACSFlow™ e encha com a solugdo de hipoclorito a 0,5 a 1%.

5. Esvazie o tanque de residuos.
Remova o Sheath Filter (filiro de BD FACSFlow™) e armazene-o cuidadosamente para coloca-lo de volta no lugar
no final deste procedimento.

@O

Figura 79: Descricdo de componentes
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N° | Descrigao

1 Linha de respiro

2 Porca do conector da linha de respiro

3 Sheath Filter (filtro de BD FACSFlow ™)

a. Abra a porta no lado esquerdo do chassi.
Desconecte a linha de respiro na parte superior do filtro desrosqueando a porca do conector. Pode
gotejar algum fluido da conexao.
c. Pressione as abas de desconexao rapida na parte superior e inferior do filtro, e remova o filtro do
chassi.
7. Instale a linha de desvio pressionando as duas abas de desconexao rapida na posigao até ouvir um clique
e no conector da linha de respiro.

Atencao! A instalacdo da montagem de desvio é uma etapa critica.
Falha em fazer isso pode danificar o sistema.

8. A montagem de desvio é mostrada instalada na figura a seguir.

Figura 80: Montagem do desvio
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N° Descricao

1 Porca do conector da linha de respiro

2 Linha de desvio

9. Clique em Continue (Continuar) no dialogo para iniciar o processo de limpeza. Uma barra de progresso no
dialogo mostra o status do processo.

10. Quando o ciclo de solugdo de hipoclorito estiver concluido, remova o tubo que continua a solugdo de
hipoclorito e troque por um tubo contendo 3 mL de agua DI.

11. Remova o tanque de solugao de hipoclorito e conecte o tanque de BD FACSFlow ™.

a. Se vocé estiver usando um tanque de solugao de hipoclorito dedicado, desconecte-o e instale o
conector no tanque de BD FACSFlow™,

b. Se vocé nao estiver usando um tanque de hipoclorito dedicado, esvazie qualquer solugdo de
hipoclorito remanescente do tanque de BD FACSFlow™, enxague completamente com agua Dl e
preencha novamente com BD FACSFlow™.

12. Cligue em Continue (Continuar) para continuar o processo de limpeza. Uma mensagem é apresentada
quando o processo esta concluido, e o software registra o horario e data em que o procedimento foi
realizado.

13. Remova linha de desvio e reinstale o Sheath Filter (filtro de BD FACSFlow™).

14. Selecione Cytometer > Fluidics > Purge Sheath Filter (Citbmetro > Fluidica > Purgar Filtro de BD
FACSFlow™) e realize este comando duas vezes para remover quaisquer bolhas de ar que possam ter se
formado durante o processo. Vocé pode também bater o filtro delicadamente para ajudar a remover as

bolhas de ar.

Troca do Sheath Filter (filtro de BD FACSFlow™):

Este tépico descreve como substituir o Sheath Filter na lateral do citdmetro e também descreve como

substituir o Supply-line filter holder.
Para substituir Sheath Filter (filtro de BD FACSFlow™):

1. Verifique se o sistema estda no modo Standby (n&o realizando aquisigcdo nem realizando nenhuma outra

tarefa relacionada a componentes fluidicos)

BD
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2. Abra a porta no lado esquerdo do chassi. Pode ser necessario ter que remover o suporte do tanque de

fluido se este nao estiver posicionado préximo ao citdmetro.
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Figura 81: Trocando o filtro

3. Desconecte a linha de respiro na parte superior do filtro, desrosqueando a porca do conector.

N° | Descrigao

1 Linha de respiro

2 Porca do conector da linha de respiro

3 Sheath Filter (filtro de BD FACSFlow™)

Pressione as abas de desconexao rapida na parte superior e inferior do filtro e remova o filtro do chassi.
Descarte o filtro usado.
Instale um novo filtro, com a seta de fluxo apontando para cima, inserindo cada extremidade nos
conectores.

7. Reconecte a linha de respiro na parte superior do filtro rosqueando na porca do conector.
Selecione Cytometer > Fluidics > Purge Sheath Filter (Citdbmetro > Fluidicos > Purgar Filtro de BD

FACSFlow™) para trazer BD FACSFlow™ para o novo filtro. Este processo dura cerca de um minuto para

P\l
& BD
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ser concluido. Repita este procedimento duas vezes. Vocé deve ver fluido na linha de respiro quando
estiver concluido.

9. Feche a porta e retome a operagao normal.

10. Selecione Cytometer > Maintenance > Replace Sheath Filter. (Citdmetro > Manutengéo > Substituir Filtro
de BD FACSFlow™)

11. Insira as informagdes sobre o novo filtro e entado clique em OK.

Para substituir o Supply-line filter holder:

1. Desconecte o conector do tanque de BD FACSFlow™ girando-o em sentido anti-horario.

2. Remova o conector da base do tanque de BD FACSFlow™ desrosqueando-o e puxando para fora.

3. Gire para abrir o suporte do filtro da linha de suprimento e puxe separando, para acessar o filtro. Veja a

figura a seguir.

rr

@ ©)

N° Descrigao

Conector da base

2 Supply-line filter holder

Figura 82: Substituir Supply-line filetr holder

4. Remova o filtro usado e instale um novo filtro.
5. Empurre as duas metades do suporte do filtro de volta juntas, e gire para fechar.
6. Coloque a Supply-line de volta no tanque de BD FACSFlow™ e rosqueie sobre o conector da base até que

esteja presa.
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MANUTENGCOES EXTRAS

Os procedimentos abaixo podem ser realizados de acordo com a necessidade e em procedimentos de

solugao de problemas:

Procedimento

Funcao

Como realizar

SIT Flush

Efetua retrolavagem do SIT com
BD FACSFlow™ e remove

bolhas da célula de fluxo.

Retire o tubo da probe.

Clique em Cytometer > Fluidics > SIT Flush

Clean Cuvette

Circula a solugéo de limpeza

através da célula de fluxo.

Insira um tubo contendo 3ml hipoclorito 0,5 a 1% ou
FACSClean.

Cliqgue em Cytometer > Fluidics > Clean Cuvette
(realize o procedimento 3 vezes)

Retire o tubo contendo contendo hipoclorito 0,5 a 1%
ou FACSClean.

Insira um tubo contendo 3ml de agua destilada
Cliqgue em Cytometer > Fluidics > Clean Cuvette

(realize o procedimento 3 vezes).

Drain and Fill
Flow Cell

Remove bolhas persistentes da

célula de fluxo.

Insira um tubo com 2ml de agua destilada.
Clique em Cytometer > Fluidics > Drain and Fill Flow
Cell

Purge Sheath
Filter (filtro de
BD

FACSFlow™)

Remove ar do Sheath Filter (filtro
de BD FACSFlow™),

Insira um tubo com 2ml de agua destilada.

Clique em Cytometer > Fluidics > Purge Sheath Filter

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company.
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EXERCICIOS 6

1. Qual a fungao dos procedimentos abaixo?
SIT Flush:

Clean Cuvette:

Clean Fluidics:
Drain and Fill Flow Cell:
Purge Sheath Filter:

2. Porque devemos realizaro Bypass do Sheath Filter (filtro de BD FACSFlow™) durante a limpeza mensal
(Monthly Clean)?

3. Verifique se os passos para realizagdo da manutencgao diaria e desligamento estao corretos e modifique

caso necessario:

Manutengéao apés aquisigao e desligamento:

1. A partir da barra de menu, clique em Cytometer > Monthly Clean. O didlogo Monthly Clean (Limpeza
Diaria) é aberto.
2. Coloque um tubo contendo 0,2 mL de solugdo de hipoclorito a 10% na porta de tubo manual, e entdo
clique em Continue (Continuar).
3. Quando solicitado, coloque um tubo contendo aproximadamente 3 mL de agua DI na porta de tubo
manual, e entdo cligue em Continue (Continuar). O didlogo fechara quando o processo estiver concluido.
4. Carregue um tubo contendo 2 mL de BD FACSFlow™ na porta de tubo manual.
a. Sempre deixe um tubo de agua DI na porta de tubo manual quando o sistema n&o estiver em uso.
5. Limpe as superficies externas.
a. Limpe as superficies externas do citbmetro e area de trabalho.

b. Descarte os materiais de limpeza usados em recipientes para residuos mfectante@vﬁ

W BD
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6. Na barra de menu, selecione Cytometer > Shutdown. (Citdbmetro > Desligamento). O didlogo Cytometer
Shutdown (Desligamento do Citémetro) & aberto.
Cliqgue em Yes (Sim).
Aperte o botdo Power para desligar o equipamento.
Encerre a sessao do software.

a. No lado direito da barra de menu, clique no botao Log Out (Encerrar Sessao).

b. No dialogo de confirmagéo, clique em Yes (Sim).

ETAPAS IMPORTANTES PARA GARANTIR A QUALIDADE NO LABORATORIO

Realizar o Controle da Qualidade (QC)
E o processo de monitoramento e registro de resultados da execucéo das atividades de qualidade para

avaliar o desempenho e recomendar as mudangas necessdrias no equipamento.

Realizar a Garantia da Qualidade (QA)

E o processo de auditoria dos requisitos de qualidade e dos resultados das medicées de controle de
qualidade para garantir que sejam usados os padroes de qualidade e definicbes operacionais apropriados.
Realizar a garantia da qualidade é um processo de execucéo que usa dados criados durante o processo Realizar
o Controle de Qualidade (QC).

Triagem das Amostras

E necessario que as amostras recebidas pelo laboratério sejam triadas antes de serem processadas. As
amostras que nao se apresentarem dentro dos padroes de normalidade, devem ser DESCARTADAS, salvo sob
orientagdo clinica. Uma nova amostra devera, entdo, ser solicitada, para nova tentativa de analise. Amostras
hemolisadas, com fibrina ou com coagulos n&o devem ser processadas. O processo de hemdlise pode causar o
rompimento de outras células além das hemacias e nao temos como descobrir quais células foram rompidas. A
analise desta amostra pode gerar resultados falsos. Coagulos e fibrinas podem causar o entupimento do citémetro
e também prejudicam a marcagdo homogénea das células. As amostras ictéricas e as lipémicas podem ser
preparadas e adquiridas no citdbmetro. Entretanto, os resultados devem ser analisados com bastante cautela pois

a bilirrubina e os quilomicrons prejudicam a disperséo de luz e podem gerar resultados errados.

\b/
3

BD

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 1 07




Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+
BD FACSLyric™— Modulo Basico

Checklist da triagem
v Verificar se a amostra esta devidamente identificada.
v" Verificar se a requisicdo médica confere com a identificagdo do paciente no tubo e se a amostra foi
colhida com EDTA.
v Verificar se o volume de sangue colhido é o especificado.

v Verificar a presencga de lipemia, ictericia, hemolise e coagulos.

Preparo das amostras:
As amostras devem ser preparadas em até 48 horas apds a coleta e devem ser mantidas em temperatura
ambiente (20 a 25°C). Apds preparadas, as amostras podem ser lidas em até 24 horas, desde que mantidas no

escuro e em temperatura ambiente (20 a 25°C).

Armazenamento dos reagentes:
Os reagentes devem ser armazenados de acordo com as instru¢des contidas nas embalagens.
BD™ CS&T Beads: geladeira (2°C a 8°C).
BD™ FC Beads 7-Color Kit: geladeira (2°C a 8°C).
BD Trucount™ Absolute Count Tubes: geladeira (2°C a 8°C) ou temperatura ambiente (20 a 25°C).
BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC: geladeira (2°C a 8°C).
BD Trucount™ Control Beads: geladeira (2°C a 8°C).
Solugéo de lise: geladeira (2°C a 8°C) ou temperatura ambiente (20 a 25°C).
BD FACSFlow™: temperatura ambiente (20 a 25°C).
BD FACSClean Solution e/ou hipoclorito: temperatura ambiente (20 a 25°C).

LN N N N N NN

Agua destilada: temperatura ambiente (20 a 25°C).

WwBD
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Reagente Temperatura ambiente Geladeira Freezer
(20°C a 25°C) (2°C a 8°C) (-20°C)
BD™ CS&T Beads X
BD™ FC Beads 7-Color Kit X
BD Trucount™ Absolute Count X X
Tubes
BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 X
PE/CD45 PerCP/CD4 APC
BD Trucount™ Control Beads X
BD FACS Lysing Solution X X
BD FACSFlow™ X
BD FACSClean Solution e/ou X
hipoclorito
Agua destilada X

OBSERVACAO: A sala de preparo e a geladeira de armazenamento dos reagentes devem ter temperaturas

controladas por termémetros. E necessario ter uma tabela de verificacdo diaria destas temperaturas.

Preparo das Solugoes:
Prepare as solugbes sempre com agua destilada. Respeite as concentragdes estipuladas nas instrugdes de uso e
nunca utilize reagentes vencidos. A solugéo de lise deve ser dillida em agua destilada na proporgéao 1:10 e, apos

a diluigao, deve ser utilizada por, no maximo, 7 dias.

©BD
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PROBLEMAS E SOLUGCOES

Solugao de problemas de hardware:

1. O citometro e/ou o computador nao ligam

Causas possiveis

Solugdes recomendadas

Fonte de
alimentagéao
desconectada

Certifique-se de que as fontes e os cabos de
alimentagao estejam conectados em uma tomada
adequada.

Mau funcionamento da
tomada elétrica

Verifique a tomada para garantir que ela esteja funcionando
corretamente.

2. A luz de Status de aquecimento ficou dmbar durante a inicializagao do BD FACSLyric™

Causas possiveis Solugées recomendadas

Retirada do(s) reservatério(s) de Certifique-se que o(s) reservatorio(s)
fluidos e/ou remogéao do tubo da estejam conectados e tenha um tubo preso
probe durante o aquecimento dos na probe durante toda a inicializagdo do BD
lasers FACSLyric™

Solugao de problemas de software:

1. O software trava na inicializagao e ndao consegue ser executado

Causas possiveis

Solugdes recomendadas

Software iniciando
lentamente

O software necessita de mais tempo para iniciar.
Dé ao aplicativo tempo para iniciar.

Solugao de problemas de aquisig¢ao:

1. Os dados nao estido de acordo com o esperado
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Causas possiveis| Solugées recomendadas

Sistema de fluidos | 1. Realize o SIT Flush.

sujo ou entupido 2. Realize o Daily Clean.

3. Realize a Monthly Clean.

Bolhas de ar na 1. Realize o Purge Sheath Filter.
célula de fluxoou | 5. Realize o Drain and Fill Flow Cell.
no Sheath Filter
(Filtro de BD
FACSFlow™)

2. A taxa de eventos cai durante a aquisi¢ao

Causas possiveis Solugées recomendadas
Células sedimentadas 1. Clique em Stop > Stop Tube para encerrar a aquisi¢gdo e misture o
na parte inferior do tubo tubo manualmente.

2. Clique em Re-Acquire > Re-Acquire From Pointer.

Sistema de fluidos sujo 1. Realize o SIT Flush.

ou entupido 2. Realize o Daily Clean.

3. Realize a Monthly Clean.

3. Quantidade excessiva de debri

Causas possiveis Solugdes recomendadas

Amostras marcadas ha | Verifique a estabilidade da amostra.
muito tempo

Mal preparacéo da Verifique o procedimento de marcagéo.
amostra

WwBD
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4. Populagdes distorcidas ou com padrdes inesperados

Causas possiveis Solugoes recomendadas
Célula de fluxo suja, 1. Realize o SIT Flush.
entupida ou contém 2. Realize o Daily Clean.
bolhas de ar )
3. Realize a Monthly Clean.
Bolhas de ar na célula | 1. Realize o Purge Sheath Filter.
de fluxo ouno Sheath | , Realize o Drain and Fill Flow Cell.
Filter (Filtro de BD
FACSFlow™)
Amostra lida estava 1. Clique em Stop > Stop Tube para encerrar a aquisi¢do caso o BD
incorreta FACSLyric™ esteja adquirindo a amostra.
2. Insira a amostra correta e clique em Re-Acquire > Re-Acquire From
Pointer.

Solugao de problemas ao adquirir as beads CS&T:

1. Nenhuma esfera detectada

Causas possiveis

Solugdes recomendadas

Nao ha esferas no
tubo

Certifique-se de que o tubo de amostra correto
esteja sendo processado.

Esferas ndo
misturadas
corretamente

1. Submeta o frasco de esferas ao vortex
antes de preparar a suspensao de esferas.

2. Submeta a suspensao de esferas ao vortex
antes de executar as esferas.
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2. Resultado de reprovagao do CQ

Causas possiveis | Solugées recomendadas

Suspensao de Uma vez preparadas, as esferas permanecem
esferas antiga estaveis por 8 horas quando armazenadas em 2
— 8 °C e protegidas contra a luz. Apds esse
periodo, prepare uma suspensao de esferas
nova.

rCVs elevados 3. Realize o Purge Sheath Filter.
causados por

- 4. Realize o Daily Clean.
bolhas/detritos.

5. Realize a Monthly Clean.

Solugao de problemas nas amostras e controles:

Embora a fase analitica da quantificagdo de CD4/CD8 seja a fase onde a analise automatica dos dados é
feita pelo BD FACSLyric™ Clinical, ela ndo esta livre problemas que s6 sdo identificados no momento da
aquisicao 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 tubos
TruCOUNT e do BD Trucount™ Control Beads foram inseridos na Library corretamente. Além disso, o numero de
beads por pellet do BD Trucount™ Absolute Count Tubes e a média e desvio padrao das beads do BD Trucount™
Control Beads também devem ser inseridos na Library, e a Worklist deve estar correta para as amostras e
controles.

Se durante a analise das amostra algum problema for observado, é necessario primeiramente indentificar
se o problema esta ocorrendo em todas as amostras da rotina ou se o evento é algo particular da amostra em
questdo. Na identificacdo de qualquer uma das situagdes € sempre valido rever o protocolo de marcagao da

amostra, os reagentes e materiais utilizados.

Lipemia
A lipemia, frequentemente encontrada em amostras de pessoas vivendo com HIV, é uma das situagcbes
citadas a cima. Sendo a citometria de fluxo uma metodologia que trabalha com a identificagdo de células baseda

na detecgéo de fluorescéncia e dispersao de luz, a presenga de compostos lipidicos podem afetar os resultados

BD
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Isso porque esses compostos tém influéncia nos pardmetros que nos fornecem resultados basedos na
dispersédo de luz, como por exemplo, os pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Amostras com
lipémia intensa induzem uma perda na resolugdo dos pardmetros e consequentemente o que observamos é a
compressao das células no eixo de SSC (granulosidade) dificultando a separagédo das populagdes celulares em
linfécitos, mondcitos e granulécitos. Nessa sec¢do foram utilizadas as referéncias 9 e 11, descritas no capitulo final
desse documento.

A recomendacdo da BD para esses casos, é fazer a lavagem da amostra duas vezes com solucdo
fisioldgica a fim de remover o plasma lipémico (ver protocolo de substituicdo de volume plasmatico a seguir).
Durante o procedimento, deve-se ter muito cuidado no momento de remover o plasma, para que a camada
leucocitaria permanega 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 marcagéo 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 laboratério.

Aglutininas
As auto-aglutininas sdo 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 exposicéo do paciente a baixas temperaturas, por exemplo, como é o caso das crioaglutininas. Uma das
consequéncias da destruicdo das hemacias pelas auto-aglutininas é 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:

e Euglobulinas: Todas as imunoglobulinas — IgM, 1gG, IgA, IgD e IgE

e Macroglobulinas: Globulinas do plasma de peso molecular aumentado, as mais conhecida séo:
a-2macroglobulinas e a-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 ligagdo Ag-Ac, conforme referéncias 12 e 13, no final desse documento.

Macroglobulinemia de Walderstron, Crioglobulinemias, etc. é@@’&
w BD
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Hipergamadglobulinemia

Infec¢Ses hepaticas;
AIDS

Tal assunto merece foco durante o treinamento de quantificacdo de CD4/CD8 devido ao fato de a
presenca dessas glubulinas influenciar, de maneira negativa, os resultados gerados pela citometria de fluxo. A
presenga de auto-anticorpos no plasma pode mascarar a identificagdo dos marcadores de superficie pelo
anticorpos utilizados na metodologia, devido a formagéo dos imunocomplexos que atrapalham a ligagéo Ag/Ac.

Inicialmente o problema pode ser solucionado com a incubagdo da amostra in natura em banho-maria a
37°C por 5 a 15 minutos. Porém, em alguns casos tal procedimento ndo é suficiente e se faz necessario dar inicio

a um procedimento de lavegem da amostra, assim como o realizado para amostra com lipemia intensa:

Protocolo de centrifugacao e substituicdo do volume plasmatico
1. Homogeneizar suavemente a amostra colhida em tubo de EDTA 10 vezes por inverséo;
2. Separar uma aliquota de 2 mL de sangue do tubo primario. E importante conservar material (tubo
primario) sem ter sido manuseado.

3. Centrifugar a amostra aliquotada 400g de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente (20°C a 25° C);

P\l
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4. Apo6s centrifugacgéo 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 solugéo ficiolégica;

Em seguida homogeneizar suavemente e processar a amostra normalmente segundo o protocolo de

marcagao da técnica recomendada pela BD;

7. Realizar a aquisigao da amostra no citdmetro de fluxo BD FACSLyric™.

Retirar uma
aliquota de 2mL de
sangue

®

Homogeneizare
prosseguircoma
marcagdo especificada
pela BD

400x g, 3-5
minutos a 25 °C

CENTRIFUGAGCAO

©

o
& |

"-Solugﬁo

Adicionar o mesmo
volume de solugdo
fisiolégica

Figura 83: Procedimento de lavagem de amostras

filsiolégica

Plasma

Leucdcitos/plaquetas

Hemacias

&

Retirar o plasma com atengdo
Medir o volume retirado

Quando o procedimento acima é adotado, nossa ressalva € que no laudo médico se acrescente o

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

& BD
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uma vez que esse procedimento pode afetar as contagens absolutas. Por isso uma validagdo do método seria
ideal e é individual de cada laboratério.

Auséncia de monoclonal

Este € um grafico tipico de uma amostra que foi preparada sem a adigdo do anticorpo. Verificamos
auséncia de populagdes positivas para todos os marcadores.
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Figura 84: Grafico auséncia de monoclonal

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.

Lise dos eritrocitos

Este grafico é representativo de uma amostra preparada com solugcédo de lise diluida em solugdo de

Sheath (o certo é diluir a solugéo de lise em agua destilada).
Vi
& BD
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Figura 85: Grafico lise incompleta

Nessa secdo 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.
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EXERCICIOS 7

1. Em que temperatura devem ser armazenados os reagentes abaixo?
CS&T

FC Bead

BD Multitest™ CD3 FITC/CD8 PE/CD45 PerCP/CD4 APC

d. BD Trucount™ Absolute Count Tubes

o o

o

e. BD Trucount™ Control Beads
f.  BD FACS™ Lysing Solution
g. BD FACSFlow™

2. Quais condutas devem ser tomadas quando nos deparamos com 0s seguintes tipos de amostras?

a.amostra lipémica:

b.amostra com fibrina:

c.amostra ictérica:

d.amostra hemolisada:

e.amostra com coagulos:

3. Descreva o protocolo de lavagem da amostra que pode ser realizado quando ndo conseguimos analisar

uma amostra devido a substancias presentes no plasma

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 1 1 9
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4. Apbs adquirir as primeiras amostras da rotina de exames foi notado que todas estavam alteradas, nao

sendo possivel identificar os linfécitos no primeiro grafico do relatério. Indique qual deve ser o problema e
como ele pode ser resolvido.
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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 proteg¢do abaixo:
v' Luvas
v" Oculos ou méascara de protecéo

v' Jaleco/avental de manga longa

Precaugoes Universais

- Ap6s a manipulagéo de material contaminado, remova as luvas e lave bem as méos com agua e sabao.

- Realize a desinfec¢do da parte externa do equipamento e seus acessorios com BD FACSClean ou Hipoclorito
0,5%.

- A desinfecgao do reservatoério de esgoto do equipamento deve ser realizada com a adicdo de hipoclorito puro
(500ml). Antes de esvaziar o reservatorio, deixe-o em repouso por pelo menos 30 minutos apos o término da
rotina.

- 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 desconexdo de agulhas é 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 visualizagdo da abertura.

WwBD
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Rotulagem Preventiva

Simbolo  Significado

& CUIDADG praticas em desacordo com as normss de seguranca podem acarretar danos ao
material, perda de dados e lesdes leves ou graves a0 operador

Risco Elétrico

Radiagao Laser

Risco Bioldgico

> B P

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

entre outras. Por isso o mesmo deve ser rotulado:

Também é preciso evitar a exposicdo ao feixe de luz do laser devido a radiagdo emitida pelo mesmo.

Mantenha as portas épticas dos equipamentos devidamente fechadas, evitando vazamento de radiagéo.

DANGER LASER BADMTION WHEN OPEN
AVOID DIRECT EAPOSURE TO BEAM . w wova

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.

& BD

©2019 BD. All rights reserved. Unless otherwise noted, BD, the BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. 122



Treinamento para Quantificagao de Linfécitos T CD4+/CD8+

BD FACSLyric™— Mddulo Basico

GERENCIAMENTO DE ARQUIVOS

O sistema BD FACSLyric™ gera os arquivos a seguir.

Arquivo

Descrigao

FCS

Arquivos FCS 3.1 s&o salvos por padréo, mas podem ser
exportados a qualquer momento apos a aquisi¢éo.

Worklist

Os arquivos de Worklist contém todas as informagdes
inseridas na aba da Worklist, incluindo informacgées de
amostras, informagdes do BD Trucount™ Absolute Count
Tubes, BD Trucount™ Control Beads e informagdes de
laboratorio, bem como os dados do teste.

Lab reports

Um Lab Report é salvo automaticamente para cada
amostra dentro da Worklist e pode ser exportado
manualmente apds a aquisigao.

CSV de
resultados

Os arquivos CSV sdo salvos SOMENTE quando
vocé clica em APPROVED apds a analise das
amostras. Um unico arquivo CSV é salvo com todas
as amostras aprovadas na Worklist, e esse arquivo
deve ser exportado ao SISCEL

Relatérios de
PQC ou CQC

Um relatério de PCQ ou CQC é salvo para cada teste
de PCQ ou CQC executados no instrumento.

w,
P
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EXPORTAGAO DE RESULTADOS PARA O SISCEL
Para se realizar a exportagao dos dados:

1. Busque os arquivos de exportagao no diretério:

Location C:\BD Export Clinical\Results\Worklists | Browse.. |

¥ Create dated subfolder (yyyymmdd)

2. Com um pendrive posicionado no computador, copie o arquivo da pasta e cole no pendrive.
Leve o pendrive para o computador onde o programa SISCEL esta instalado e faga o interfaceamento seguindo o
procedimento operacional padrao para exportagdo de dados que vocé tem no laboratério (enviado pelo Ministério
da Saude).
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MATERIAL
ADICIONAL

& BD
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GUIA DE PIPETAGEM REVERSA

Tipo: Guia Identificacdo: BDB_MoH 01
Protocolo: Quantificagcao de Revisao:
Linfécitos T CD4/CD8 Titulo: Técnica de Pipetagem
Reversa C
Paginas: 1 de 5

1. Objetivo

Detalhar a técnica de pipetagem reversa para a preparagéo de amostras de sangue periférico.

2. Escopo
Este guia é direcionado aos laboratérios clinicos que realizam a quantificagdo 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 14..

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 biossegurancga

5.2.1. Luvas

5.2.2. Oculos de protecéo

5.2.3. Avental

5.2.4. Descarte para material biolégico

©BD
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7. Procedimento

A pipetagem reversa é a técnica recomendada para pipetar solugées viscosas, que possuem tendencia a formar
espuma, ou requerem a dispensa de pequenos volumes. O modo reverso sO6 € possivel com pipetas de
deslocamento de ar. A realizagdo da pipetagem reversa de maneira inapropriada pode afetar a qualidade do
laboratdrio 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 méaos e ajustando o volume
com a outra.

7.1.3. Segure a pipeta na posicao vertical e aperte o botdo de aspiragdo/dispensa até o segundo estagio.

7.1.4. Mergulhe a ponteira no tubo contend o sangue nao mais que 2-3 mm da superficie.

7.1.5 Libere o botédo de aspiragédo/dispensa sutilmente 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: Nao 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 aspiragdo/dispensa até o
primeiro estagio. Segure o botdo nessa posicéo por alguns segundos. O sangue que restou na ponteira nao deve
ser dispensado.

7.1.8 Com o botédo na posigéo 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 posigé&o horizontal na bancada de trabalho quando a mesma estiver com

ponteira contendo fluido. O liquido pode entrar no sistema mecanico da pipeta e danifica-la.

BD
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Veja o resumo do procedimento na figura abaixo:

Preparagao Aspiragio  Distribuicio| Re-aspiragao Dispensa
Repouso . completa
1° Estagio v '
o P l
2° Estagio . ' T T —
A i i v'w:" il
i! I‘. | . 1 i 1 | | 1
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Utilizagao da pipeta de repeti¢ao

A pipeta de repeticao é classificada como pipeta de deslocamento positivo onde a pipeta nao te contato
direto com a amostra a ser pipetada, pois o contato é via o pistdo que existe na pipeta. Para essa pipeta serao
utilizadas seringas de capacidade para 12,5 mL com volume de dispensac¢ao de 100uL a 1250puL.

Essa pipeta devera ser utilizada no laboratorio para a pipetagem de 450uL de solucdo de lise 1:10 nas
amostras da rotina. A pipeta fornece 26 pipetagem de 450uL com seguranga e a quantidade de seringas utilizadas
é de 01 seringa por dia. Veja as instrugdes de uso:

1.

Selecionar a seringa a ser utilizada - 12,5 mL.

2. Seleccionar o volume: destrave a pega preta empurando para cima e gire até atingir o volume desejado -
450uL.

I

K

\N \ b 4
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3. Encaixe a seringa na ponteira como mostrado na figura abaixo:

4. Para aspirar prossiga como ilustrado abaixo.

Essa pipeta ndo possui segundo estagio de dispensa.

Aspirar

Dispensar (até o fim, ndo
possui segundo estagio)

©2019 BD. Al rights d all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Cc
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5. A pipeta possui um sinalizador de preciséo (“lingueta” vermelha) que quando aparece inteiro indica, que a

partir dai, o volume pipetado ndo é mais confiavel. O que deve ser feito € aspirar um novo volume para

continuar a pipetagem de maneira confiavel.

A

isopropilico 70% e em seguida em agua destilada.

A pipeta de repeticdo deve ser limpa somente externamente. Utilizando gaze embebida em alcool

BD
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DICAS DE PIPETAGEM

Uma boa pipetagem é resultado da intregagéo pipetas/operador/ponteiras. A pipeta € um instrumento de
precisado confiavel e tem sido utilizada ha muitos anos. Contudo, como ha varias formas de manuseio, diferencas
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. Umidecga a ponteira antes (pré lavagem)

Para melhorar a preciséo 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 evaporagéo por
causa do ar restante na ponta, que pode causar significante diminuicdo do volume desejado. Umedecendo a
ponteira vocé reduzira a evaporagao e nao havera problemas com relagéo a resisténcia apresentada pelo material
da ponteira e o liquido aspirado.

2. Trabalhe em temperature 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 sdo termo-dependentes.
Trabalhando em uma temperatura constante minimiza variagées 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 botdo até o primeiro estagio, mergulhe a ponteira no
liquido e aspire-0, soltando o botao (pré lavagem). Repita o procedimento para pegar o volume final e remova a
pipeta do liquido e aperte o botdo até o segundo estagio para dispensar todo o contetdo. A padronizagéo 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 evaporagdo na ponteira esta ocorrendo. Fazendo uma pausa consistente, vocé

balanceia os dois efeitos e garante uma correta aspiragéo.

BD
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6. Retire a pipeta verticalmente

Na aspiracdo, mantenha a pipeta na vertical e a retire diretamente do centro do tubo ou frasco. Essa
técnica é especialmente importante quando esta se pipetando pequenos volumes (menos de 50uL). Segurando a
pipeta em um angulo enquanto é 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 ndo 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, inexatiddo ou ambos.
10. Use velocidades e pressao constantes

Aperte o botdo suavemente, com forga e presséo constantes, até o primerio estagio. Mergulhe a ponteira;
ent&o solte o botdo a uma taxa constante. E tudo uma questéo de ritmo — a repeti¢do gera resultados
reprodutiveis.
11. Mantenha a pipeta guardada na vertical. Essa também deve ser a posigao de descango

Essas diferengas na execugao podem afetar a exatidao e precisdo dos ensaios laboratoriais. Para
assegurar a exatidao e consisténcia, os laboratérios devem adotar procedimentos padrdes de pipetagem e
assegurar-se de que todos os profissionais, que realizam a rotina, estao treinados e no mesmo nivel de

proficiéncia.

BD
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Erros mais comuns

Trabalhar muito rapido;

Remover a ponteira antes da completa aspiracéo;

Arrastar a ponteira nos lados do tubo;

Soltar o botao rapido;

Nao umedecer a nova ponteira;

Colocar a pipeta na vertical com ponteira conteudo liquido dentro;

Virar a pipeta de cabecga para baixo;

el R o I

Tentar ajustar um volume maior que o especificado na pipeta.
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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 préprio
usuario. O uso adequado e a limpeza regular mantém o desempenho e aumenta a vida util da pipeta. Apés um
certo periodo de utilizagdo, que varia muito de usuario para usuario, a Gilson recomenda que seja adotado o

seguinte procedimento:

A

A. DESMONTAGEM (Vide figura 1)

E necessario que se desmonte a pipeta para fazer a limpeza (deve-se utilizar luvas quando houver risco de

Nao misture as pegas de uma pipeta com as de outra.

contaminagédo). Antes de desmontar a pipeta, coloque-a no volume maximo de aspiragdo. 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 aspiracao, evita que nesse momento o pistao salte da pipeta.

3. Remova o conjunto do pistdo cuidadosamente e separe o selo (anel de vedagéo transparente) € o o’ring
(anel de vedacgao 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 pistéo, 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 ndo ocorrer, o procedimento de limpeza fara com que eles se soltem.

A

Cuidado para nao perder o selo e o’ring.

BD
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Figura 1: Pipeta desmontada.

Botio

Porca de conexio |

Pistio |

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. Coloque o recipiente no banho maria (45°C £ 3°C) por 20 min.

3. Em seguida, coloque o béquer no banho de ultrassom por 20 min.

A

deixar no ultrassom por 35 min ou ainda se ndo tiver nenhum dos dois, deixe tudo na solugao com

Se nao tiver ultrassom, deixar na solugao por 40 min no banho maria. E se nao tiver banho maria,
detergente neutro por 40 min.
Descarte a solugao de detergente utilizada;

Lave cada pega com bastante agua corrente;

Facga a ultima lavagem com agua destilada e coloque as pegas em um recipiente limpo;

N o o &

Seque as pegas na estufa a aproximadamente 50°C + 3°C (n&o ultrapasse esta temperatura), durante no

maximo 2 horas).

A

Nunca aquecga o handle.

Se nao tive estufa, deixe as pegas secarem a temperatura ambiente overnight (12 horas).

OBSERVAGOES:
e Use solugdo de detergente com concentracdo 4% para limpeza de pipetas que apresentarem pouca
sujeira e concentragado de 8% para limpeza de pipetas que apresentarem muita sujeira.
e Para as pipetas, que ap6s a lavagem, continuarem apresentando algum tipo de sujeira, limpe com

algodao umedecido com alcool isopropilico 70%.

MONTAGEM (Vide figura 1)

Coloque o selo e o’ring no pistao, encaixando em primeiro lugar o selo (transparente);

W
< BD
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4. Em seguida coloque e atarraxe a porca da conexao;

5. Coloque o ejetor de ponteiras.

Nessa secéo foi utilizada a referéncia 15, referenciada no final desse documento.
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