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CRITÉRIOS ANALITICOS NA QUANTIFICAÇÃO DE 

CELULAS TCD4+/CD8+ POR CITOMETRIA DE FLUXO



A rotina de Contagem de Linfócitos TCD4+/CD8+

AGENDA

 Controle de Qualidade na Rotina Loboratorial

 Fase Pré-Analítica

 Fase Analítica

 Fase Pós-Analítica

 AEQ

 BD FACSVia



Controle de Qualidade na Rotina Laboratorial

PRÉ-ANALÍTICA
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FASE PRÉ-ANALÍTICA



Fase Pré-Analítica

Coleta/Conservação da Amostra

 Tubos de coleta EDTA K2 ou K3 (o reagente MultiTEST não foi validado para 

utilização em amostras coletadas com heparina ou ACD).

 Se armazenada entre 20°C a 25°C poderá ser processada em até 48 horas após a 

coleta.

 Após o processamento, se armazenada entre 20°C a 25°C sob o abrigo da luz, 

poderá ser analisada em até 24 horas.

Critérios de Rejeição

 Amostras que não atendem as condições acima.

 Amostras coaguladas e/ou com fibrina.

 Amostras com volume inadequado.

 Amostras hemolisadas

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO

Fonte: Guidelines for Performing Single-Platform Absolute CD4+ T-Cell Determinations with CD45 Gating for Persons Infected with Human 

Immunodeficiency Virus (2003) – CDC (Centers for Disease Control and Prevention).



FASE ANALÍTICA



Fase Analítica

RESULTADOS CONFIÁVEIS, 

COMPARÁVEIS E REPRODUTÍVEIS.

Controle de

Qualidade (CQ)

Equipamento

FACSCalibur

Processamento

da amostra

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Analítica

Avaliar a Performance Diária do Instrumento

 Parâmetros de dispersão de luz (FSC e SSC).

 Parâmetros de Fluorescência (FL1, FL2, FL3 e FL4).

 Corrigir sobreposição de espectros (compensação)

 Gerar settings aplicáveis a análise de linfócitos humanos (Calibração).

BD CaliBRITETM

Não processar amostras antes da certificação de que o 

equipamento foi aprovado no CQ.

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Analítica

B (beads não marcadas, beads FITC, 

beads PE, beads PerCP, beads

APC)

A (beads não marcadas e beads APC)

TuboPassos da calibração

1. Ajuste das voltagens dos PMTs

2. Calibração do Time Delay

3. Ajuste das compensações

4. Estabelecimento do threshold

em FL3

5. Teste de sensibilidade

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Teste de 

sensibilidade

Voltagens dos 

detectores

Corrente e potência 

do laser azul

Teste de 

sensibilidade

Time Delay

Valores de 

compensação

Threshold

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Analítica

Arquivo (CalibFile.LNW) que contém:

 Valores de voltagem dos PMTs;

 Valores de compesação;

 Threshold

Não contém o ajuste do Time Delay nem 

do Teste de Sensibilidade;

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Analítica

20μl Multitest

50μl Sangue

Tubo TruCOUNT

+ 450μl de solução de 

lise 1:10

Incubação de 15 

min/ escuro

Utilizar Pipetagem Reversa para o sangue

Após a diluição 1:10, 

utilizar em 7 dias*

Vórtex Vórtex

Incubação de 15 

min/ escuro

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO

CITÔMETRO



Fase Analítica

20μl Multitest CD3/8/45/4

50μl Sangue (doador sadio

ou CD4 ≥ 500)

Tubo TruCOUNT

450 μl de Solução de Lise

Low Medium High

50μl 

+ beads

TruCOUNT Control

Citômetro

No máximo

24 horas

50μl 50μl Pipetagem 

Reversa

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Plataforma única (sem necessidade de leucograma):

 CD45 – Linfócitos Totais

 Tubos Trucount – Contagens absolutas

Protocolo

 Seguir protocolo de processamento indicado pela BD

 MultiTEST – CD3/CD4/CD8/CD45

 Prosseguir com a marcação das amostras em no máximo 48h após a coleta.

 Após a marcação, as amostras devem ser lidas em no máximo 24h.

 Quando necessário, procedimentos de lavagens da amostra podem ser 

realizados

Fonte: Guidelines for Performing Single-Platform Absolute CD4+ T-Cell Determinations with CD45 Gating for Persons Infected with Human 

Immunodeficiency Virus (2003) - CDC (Centers for Disease Control and Prevention).

Fase Analítica



Reagente

Temperatura 

ambiente

(20°C a 25°C)

Geladeira 

(2°C a 8°C)

Freezer 

(-20°C)

BD Calibrite X

Tubos TruCOUNT X X

Multitest X

BD TruCOUNT Controls X

BD FACS Lysing Solution X X

Fase Analítica
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FASE PÓS-ANALÍTICA



Fase Pós-Analítica

1. Avaliar posicionamento das populações celulares.

PRINCIPALMENTE GATE DE LINFÓCITOS E BEADS

2. Avaliar posicionamento do gate do CD45 - Linfócitos:

 Alta intensidade de CD45; 

 Baixa granulosidade (SSC);

 Não deve incluir a população de basófilos (baixo SSC e baixo CD45);

 Não deve incluir população de monócitos (intermediário SSC e CD45);



Fase Pós-Analítica

3. Avaliar – Linfócitos e Beads:

O NUMERO DE EVENTOS É DIRETAMENTE INFLUENCIADO PELO 

POSICIONAMENTO DOS GATES

 Lymph Events ≥ 2000

 Beads Events ≥ 500

4. Análise de consistência:

 A soma dos valores percentuais (% Lymph) e absolutos (Abs Cnt) das células 

CD3+CD4+ e CD3+CD8+ deve ser igual as contagens das células CD3+ (

10%).

*Se MAIOR que CD3 – presença de LTDP

*Se MENOR que CD3 – presença de LTDN



Fase Pós-Analítica

 Valores dos TruCount Controls

• Planilha Levey Jennings

 Aplicar Regras de Westgard

• Fluxograma



Fase Pós-Analítica

Confira os valores

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Pós-Analítica



Fase Pós-Analítica

 

13S 
um  ponto 

fora  de 3DP. 

2 de 32S 
(entre corridas) 

2 dos 3 últimos 
valores fora do 

mesmo 2 DP 

ou 
(dentro da corrida) 

2 dos 3 últimos 
valores fora do 
MESMO 2DP. 

R4S 
O intervalo 

(diferença) entre 
dois controles 
dentro de uma 

mesma rotina 
supera 4DP. 

Esta regra só é 
usada dentro de 
uma rotina, não 

entre rotinas. 

31S 
3 valores de 

controle 
CONSECUTIVOS 

de um lado da 

média e além de 

1DP da média. 

Isso pode ser 
com um controle 

em 3 rotinas 
consecutivas 

ou 

com 3 controles 
em 1 rotina 

 

12X 
12 valores 

consecutivos em 
um lado da 

média. 

Isso pode ser 
com 1 controle 

em 12 rotinas 
consecutivas 

ou 
com 3 controles 

em 4 rotinas 

consecutivas, 
etc... 

Resultado do Controle – Ok – Rotina liberada Resultado do 

Controle 

“Regras de Westgard” Modernas: Para uso com 3 níveis de controles                  Data:  ____________ 
 
                Técnico: ___________ 

Não Não Não Não 

 Não 

Resultado do Controle – Fora – Rejeitar rotina 

Sim 

Sim 

Sim 

Sim 
Sim 

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO
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AEQ



*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTÍFICO



*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTÍFICO



*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTÍFICO



*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTÍFICO
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BD FACSVia



FACSVia Instrument
656874 

23” Color LCD display
655792

EU Computer Bundle
660509



BDTM CS&T beads

QC beads

Controle de Qualidade



Controle de Qualidade



Controle de Qualidade



Analise de resultados



Analise de resultados



Dúvidas??

CONTATO

0800 771 7157 ou pelos e-mails:

suporte.cientifico@bd.com  

suporte.tecnico@bd.com 


