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equipamento

Amostra
Incorreta

Condic0es

Reporte
da amostra
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Fase Pré-Analitica

Coleta/Conservacao da Amostra

v" Tubos de coleta EDTA K, ou K; (0 reagente MultiTEST n&o foi validado para
utilizacado em amostras coletadas com heparina ou ACD).

v Se armazenada entre 20°C a 25°C podera ser processada em até 48 horas apés a
coleta.

v Ap0s 0 processamento, se armazenada entre 20°C a 25°C sob o abrigo da luz,
podera ser analisada em ate 24 horas.

Critérios de Rejeicao

v" Amostras que ndo atendem as condic¢des acima.
v" Amostras coaguladas e/ou com fibrina.

v" Amostras com volume inadequado.

v" Amostras hemolisadas

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO é"ﬂ BD

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).
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Fase Analitica

Controle de
Qualidade (CQ)

Equipamento Processamento
FACSCalibur da amostra

RESULTADOS CONFIAVEIS,
COMPARAVEIS E REPRODUTIVEIS. o,
w BD

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Analitica

Avaliar a Performance Diaria do Instrumento

v Parametros de dispersao de luz (FSC e SSC).

v' Parametros de Fluorescéncia (FL1, FL2, FL3 e FL4).

v" Corrigir sobreposicao de espectros (compensacao)

v" Gerar settings aplicaveis a analise de linfécitos humanos (Calibracéo).

BD CaliBRITE™

Nao processar amostras antes da certificacao de que o
equipamento fol aprovado no CQ.

& BD

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Analitica

Passos da calibracao Tubo

1. Ajuste das voltagens dos PMTs | A (beads ndo marcadas e beads APC)
2. Calibracao do Time Delay

3. Ajuste das compensacoes B (beads ndo marcadas, beads FITC,
4. Estabelecimento do threshold beads PE, beads PerCP, beads
em FL3 APC)

5.  Teste de sensibilidade

& BD

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



4-Color Lyse/No-Wash FACSComp Report

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO

Irstiuiion: Disfe: 11 o cecamibie e 2002 06015

Direcaor: Eoftware: FACSComp .0

Cipsisfatin - Cylometer:  FACSCalbur 033456785
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Fase Analitica

Instrument Settings

. . . i Cytometer Type: FACSCalibur ™
Arquivo (CalibFile.LNW) que contém: Detectors /Aaps:
Faram Detector Yoltage HAmpGain Hode
FP1 FSC EBa 2.88 Lin
P2 55C 351 1.88 Lin
P3 FL1 3135 1.88 Log
P4 FLZ 445 1.88 Log
v" Valores de voltagem dos PMTs; Po L3 =~ 573 1-08  Log
P? FL4 699 Log
v" Valores de compesacéo; Threshold:

Primary Parameter: FL3
Yalue:Z 388

v" Threshold

Secondary Farameter: Hone

Compensation:
FL1 - 2.6 X FLZ2
FLZ2 - 12.4 X FL1

~ , - . FLZ? — 8.8 X FL3
Nao contém o ajuste do Time Delay nem | rf2 - 9.6 x Fi2 v
FL3 - 1.1 X FL4
L FL4 — 28.2 X FL3 L4
do Teste de Sensibilidade;
Displaying: 101.01 Revert
Frint... Save. .. Open... Set Done

©BD
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Fase Analitica

Apos a diluicéo 1:10,

Tubo TruCOUNT utilizar em 7 dias*
Incubacéo de 15 & Incubacéo de 15
min/ escuro min/ escuro
+ 450pl de solucdo de
- 50pl Sangue lise 1:10 CITOMETRO
€ 50, Multitest Vortex Vortex
S —
\C_)/

Utilizar Pipetagem Reversa para o sangue

& BD

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Analitica

Tubo TruCOUNT
e’ e’
| = — | = —
O O
+ beads | |
TruCOUNT Control
Pipetagem 50ul 50ul
Reversa

Low Medium

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO

I —
v

<@p== A50 nl de Solucédo de Lise

<@ 50| Sangue (doador sadio
ou CD4 >500)

E— 20ul Multitest CD3/8/45/4
i | No maximo

24 horas
=

Citbmetro

50pl
High

& BD



Fase Analitica

Plataforma Unica (sem necessidade de leucograma):

v' CD45 — Linfdcitos Totais
v Tubos Trucount — Contagens absolutas

Protocolo

v Sequir protocolo de processamento indicado pela BD

v' MUltiTEST — CD3/CD4/CD8/CD45

v" Prosseguir com a marcacdo das amostras em no maximo 48h apés a coleta.
v Apds a marcacao, as amostras devem ser lidas em no maximo 24h.

v Quando necessario, 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).

& BD



Fase Analitica

Temperatura ]
] Geladeira Freezer
Reagente ambiente
(2°C a 8°C) (-20°C)
(20°C a 25°C)
BD Calibrite X
Tubos TruCOUNT X X
Multitest X
BD TruCOUNT Controls X
BD FACS Lysing Solution X X

©BD
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Fase Pos-Analitica

1. Awvaliar posicionamento das populacdes celulares.
PRINCIPALMENTE GATE DE LINFOCITOS E BEADS

SSC-H
. . CD&PE

.r"_;- &

CD45-PercP

CD3-FITC

N

Avaliar posicionamento do gate do CD45 - Linfdcitos:

Alta intensidade de CDA45;
Baixa granulosidade (SSC);
Né&o deve incluir a populacédo de basofilos (baixo SSC e baixo CD45);
Né&o deve incluir populacdo de monaocitos (intermediario SSC e CD45);

AN N NN

& BD



Fase Pos-Analitica

3. Avaliar — Linfocitos e Beads:

O NUMERO DE EVENTOS E DIRETAMENTE INFLUENCIADO PELO
POSICIONAMENTO DOS GATES

v Lymph Events > 2000
v" Beads Events > 500

4. Analise de consisténcia;:

v" 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 — presenca de LTDP
*Se MENOR que CD3 - presenca de LTDN

& BD



Fase Pos-Analitica

v" Valores dos TruCount Controls
 Planilha Levey Jennings
v Aplicar Regras de Westgard

* Fluxograma

& BD



Fase Pos-Analitica

CD3/CD8/CD45/CD4 TruC Ctri L

Lymph Events 5318
Bead Events 1852

Controd Bead Events 101 )
D3+ “Lymph 74 |T . - T
CDa+ Abs Cnt 204 | @ DD n o
CD3+C0B+ TLymph 25 | ' 0 il
CO3+CDE+ Abs Cmt 738 SN b -

CD3+C04+ %lymph a7 E‘ﬁﬁr L

CO3+C04+ Abs Cnit 1406 = iy
CD3+CO4+508+ Selymph a CL45-PerCF CDL3E-FITC S
CO3+C04+CDB+ Abs Crit g

CD45+ Abs Cnt 2995

I H'S Ratio 1.91

Controd Bead Sbs Cnd @

Confira os valores

BD

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO



Fase Pos-Analitica

Inserir o nome do laboratorio Ano: 2016 Brafico LT TruC Controle Baixo

i . Nimerodo| Low Mdium High .

Dia Més Controle | (Baixo) | (Médio) Mlgtlt'} Comentarios .: ] TruCount Control

1 1n 1 =] 270 e 2o o P BAIXO - A

2 10 2 38 215 % i Lote # DF

3 1n 3 T 262 é '—"—"—"—"—"—"—"—"5'1 P I o S Tl 7 7 2 ! +3DP 79,0 240

4 10 4 42 232 ; o TR Tt T el INTE S R . +2 0P 71,0 16,0

= 10 5 57 280 -] a0 o 1¥] | +1 DP 63,0 a0

5 0 B 3 35 = so | Média 55.0

7 1n T BS 257 m -1DP 470 -8,0

g 10 g 53 230 10 -2 DP 39,0 -16,0

3 10 | 42 260 -3DP 31,0 -24.0

1 10 1 cs 209 . .13 5?'5‘11.1153‘1!EEE'25‘
1 Dias de roting
12
13 Grafico LJ TruC Controle Médio MEDIO - B
1 Lote # DP
15 = +3 0P 3210 66,0
15 v =5 =] +2 0P 2990 440
17 — +1 DP 2770 220
13 b — = 3--—1 ------------------------ Média 255.0
19 g = T‘? at -1DP 2330 -22.0
20 B ebpdoNSg 7 mﬁflﬂl _____________________ 2DP 211,0 -44,0
21 = 2 3DF 189,0 66,0
porrd 150
23 170
24 7

BD




Fase Pos-Analitica

Resultado do
Controle

¥

135
um ponto

fora de 3DP.

Sim

\ 4

"Regras de Westgard" Modernas: Para uso com 3 niveis de controles Data:
Técnico:
Resultado do Controle - Ok - Rotina liberada
a
Ndo

2 de 325 Ndo R4s Ndo 31s Néo 124
(entre corridas) > O intervalo > 3 valores de > 12 valores
2 dos 3 dltimos (diferenca) 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 médla e Qlém de TIsso pode ser
(dentro da corrida) supera 4DP. 1DP da média. com 1 controle

2 dos 3 dltimos
valores fora do
MESMO 2DP.

Sim

Esta regra sé é

usada dentro de
uma rotina, ndo
entre rotinas.

Sim

\ 4

Isso pode ser
com um controle
em 3 rotinas
consecutivas
ou
com 3 controles
em1 rotina

Sim

em 12 rotinas
consecutivas
ou
com 3 controles
em 4 rotinas
consecutivas,
efc...

Sim

Resultado do Controle - Fora - Rejeitar rotina

*CONTEUDO RETIRADO DA APOSTILA DO TREINAMENTO
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*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTIFICO

Lymph Events

Bead Events

CD3+ %Lymph

CD3+ Abs Cnt
CD3+CD8+ %Lymph
CD3+CD8+ Abs Cnt
CD3+CD4+ %Lymph
CD3+CD4+ Abs Cnt
CD3+CD4+CD8+ 2%Lymph
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt
CD45+ Abs Cnt

T H/S Ratio

33464
0.66

SSC-H

CD45-PerCp

CDB-FE

3

P
CD3-FITC




*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTIFICO

Lymph Events

Bead Events

CD3+ %Lymph

CD3+ Abs Cnt
CD3+CD8+ %Lymph
CD3+CD8+ Abs Cnt
CD3+CD4+ %Lymph
CD3+CD4+ Abs Cnt
CD3+CD4+CD8+ %Lymph
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt
CD45+ Abs Cnt

T H/S Ratio

5778
828
71.82
5062
44.74
3153
23.87
1682
0.90
63
7048
0.53

Hi
Hi
Hi
Lo
Hi

Lo

SSC-H

CD8-PE

CD3-FITC




*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTIFICO

Lymph Events

Bead Events

CD3+ %Lymph

CD3+ Abs Cnt
CD3+CD8+ %lLymph
CD3+CD8+ Abs Cnt
CD3+CD4+ %lLymph
CD3+CD4+ Abs Cnt
CD3+CD4+CD8+ 2%Lymph
CD3+CD4+CD8+ Abs Cnt
CD45+ Abs Cnt

T H/S Ratio

6195
953
66.10
4340
28.62
1879
35.66
2341
0.32
21
6566
1.25

Hi

Hi

Hi

SSC-H

CD45-PerCP

o
] . N

CD8-PE

CD3-FITC




*LAUDOS ENVIADOS PARA O EMAIL DO SUPORTE CIENTIFICO

Lymph Events

Bead Events

CO3+ %=Lymph
CO3+ Abs Cnt
CO3+CDE+ %Llymph
CD3+COE+ Abs Cnt
CO3+C0d+ %lymph
CD3+Ch4+ Abs Cnt
CO3+Ch4+CDB+ Tulymph
CO3+C04+CDB+ Abs Cnit
CD4a5+ Abs Cnt

T H'S Ratio

4307
12
ED.03
34370
2B.57
12264
48.05
21061
0.33
166
42335
1.72

S5C-H

CDE-FPE

BD



@ MultiSET File Edit Tools Help

®06 @] untitled

) st Pre Samples Acquisitior Analysis Lab Report | Phy

t Ummary
Message: After viewing the Lab Repart for this sample, click the Continue button.
BD m
|
MultiSET™ Lab Report |
Director BD Saftwara MultiSET V2.2 |
Operator BD Cytometer. {file-based analysis)
|
Sample Name: Amosira Dat quired. Od-Apr-18 162707 |
Sample ID:  Amostra Date Anah |
Case Number Ref. Ranga Type: BD

Pangl Mame:  Rotina 40 |

CD3/CD8/CD45/CD4 TruC DataSet| 1] Data File:  Amostra0z.ol
Feagent Lot iD: 72499 Events Acg Cnt Bd Lot ID: 17142 Atir Dt File: 3456 MLT/T

File ID: 23BGEB36-383E-11E8-
AS18-001451160CD2

Lymph Events
Bead Events
CD3+ %Lymph

D3+C0d+ 3:lymph
GD3+C04+ Abs Cnt 21081
GD3+C04+C0B+ SuLymph
CO3+CD4+C0E+ Abs Cnt
CD4as+ Abs Cnt 42
T H/S Ratio

Ch45-PerCP

QC Messages:

Code 2: Could not acquire the BOILS prefe 500 TreCount Bead events.
Code 4: The CD3+ Aps Ont value lies outside the normal referance range.
Code 4: The CO3+C08+ Abs Cnt value lies outside the normal reference rang
Code 4: The CO3+C04+ Abs Cnt value lies outside the normal reference rangs. |
Code 7: Manual Gate is in effect.

Multi-tube QG
1

T Helper/Supprassar Ratio: 1.72 |
]
]
.
FY
b4

.__' Stop '__. | n._'Manuai Gate'_.n -._' Ski '__. ( Continue )




@ MultSET File Edit Tools Help m 4 1158 @ |
‘@006 [ untitled

Lab Report

Mes

Manual Gate

Bead _:| ] Show Attractors on Lab Report [ Cancel | f Analyze \)

- - D LITIXTS



Lymph Events

Bead Evenis

CD3+ 2elymph
CD3+ Abs Cnt
CO3+CDE+ lymph
CO3+CODE+ Abs Cnd
CO3+Ch4+ “elymph
CD3+C04+ Abs Cnd
CO3+Ch4+C0B+ Tulymph
CD3+C04+CDB+ Abs Cni
CO45+ Abs Cnt

I H'S Ratio

4307
2136
BD.05
1802
2B.57
643
48.05
1104
0.39

2251
1.72

SSC-H

CDE-PE

BD
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BD FACSVia



FACSVia Instrument
656874

23” Color LCD display
655792

EU Computer Bundle
660509

& BD




Controle de Qualidade

BDI™M CS&T beads
QC beads

ontain: l9mop,
s for oW Qlometer W’;Z ; o g ;’;‘1’3 WOl 10t cag
e ide. 50 16515 - 0058y
0. fbae @
(.14 sodiur: 871 ¥ iy b
o iy
2 ‘ !W‘ : 3 %
L™ i
g..c-‘"‘”m” y:: o T [ o O
N-—":-‘: o i Bl e, Pt
i b Rl
o e N

©BD



Controle de Qualidade

Check Instrument Performance

(3]
18] Cotometer s comnected BD CS&T Bead Lot: [217030104 =1 Failed Undo Manual Adjustments Save PDF
@ sl rasdy. Expiration: DEC 31, 2013 MAY 14, 2015 09:47:01
| 11.0C Messagss [ NewQC |
Lab Director: [LJ0 View Previous QC
Load CS&T Beads into A1
BD CS&T Beads
Eject Rack
« Gate: [No Gating] g Gate: Dim and Mid + Bright 3 Gate: Dim and Mid + Bright
kS <] FL1 Bright <] FL2 Bright
31.7% 317%
Instrument Noise Measurement o | Mid + Bright
3 53.7%
Settings Collected 3 5)1""}% “ §-- §--
Events S y = £
in gate 7500 7500 @ 3 3
Time| Omin20sec| Omin0sec @ q E °§.- °§.-
Events/sec 8896 3
TS TR o o B R R i B T R T R R
BD CS&T Beads FSC-A FL1-A FL2-A )
ot
ax QE (== Q= oo
Settings Collected
Events
in gate 25000 20000 § Gate: Dim and Mid + Bright § Gate: Dim and Mid + Bright
Time| SminOsec| Smin0sec ~ §1L37§()|ghl o §I1_47%nght
Esmotalass Grafico de identificacao das g-
esferas por tamanho e g
granulosidade Eg| T
8= 3gl
e i
Graficos de = e =
oD e AT B T e e A B B R |
identificacao das FL3-A FL&-A
= 2= Default
esferas brilhantes QE G axE (==

& BD



Controle de Qualidade

Results
QC Report
: S Instrument = Parameter
=
Parameter | Bright Bead Median MFI Range %o Bright Bead rCV Senskivity Sensitivity Spec. Pass/Fai
FSC 586853 [ 477453 [ 716179 2.5% Pass
SSC 308774 | 240276 | 360414 11.3% Pass
FL1 34828 | 27688 | 41532 2.8% Pass
FL2 33543 | 26889 | 40334 3.3% Pass
FL3 89522 | 68504 | 102755 3.3% Pass
FL4 28973 | 24718 | 37077 5.4% Pass

& BD



Analise de resultados

ID: AA107M8B6S6R2

Report Date: FEB 28, 2016 22:28:08 PST

BD FACSVIa Seria # ACESEATATOMS
ED FACSVIa Softwars Version: 2.0.216.1

Mame: 3_8_45 4
Case # 7048

Date Acquired FEB 23, 2016 13:51:30 PET

Trucount Lot & 15308
Trucount Bead Count 42100

Trucount Expiration Date NOV 30, 2017

Operator
Frep

Tube Rack
Lab Director
Reviewed By

JN

JN

NIA

MNA

JMH FEB 26, 2016 22:27:53
FET

BD FACSVia File Name: C:\Users\Admin'DesktopMew folder7048 ADBAOS 022318 3_JN.cs

Multitest 3/8/45/4 + Trucount

i
g Gale o Geting)

=1

i
g Gale: [Ho Geting]

i
E Gale: Lymphs

S50

Gale: [GO3 in Lymph=)

356 7% 1.4%

R

=3 wt A - = =1
CO45 PeICP COd AP

Result
CD45+ Lymphs Events 2732
Beads Events 1247
CD45+ Lymphs Abs Count (cells/pL) 2108
CD3+ Percent of Lymphs 83.20%
CD3+ Abs Count (eellsipl) 1754
CD3+ CD4+ Percent of Lymphs 47.51%
CD3+ CD4+ Abs Count (cells/pL) 1001
CD3+ CD8+ Percent of Lymphs 33.38%
CD3+ CD&+ Abs Count (cellsipL) Tod4
CD3+ CD4+ CD8- Percent of Lymphs 47.14%
CD3+ CD4+ CO8- Abs Count (cells/pL) [ad
CD3+ CD4- CDE+ Percent of Lymphs 33.02%
CD3+ CD4- CD8+ Abs Count (cells/pL) 696
CD3+ CD4+ CD8+ Percent of Lymphs 0.37%
CD3+ CD4+ CD8+ Abs Count (cells/pl) 8
CD3+ CD4- CDE- Percent of Lymphs 2.6T%
CD3+ CD4- CD&- Abs Count (cellsiul) 56
4/8 Ratio 1.42
Percent T-Sum 3.2%

QC Messages

©BD



Analise de resultados

88C

88C

1,000,000

500,000

w33 wt 17
CD45 PerCP
Gate: Lymphs

Gate: [No Gating]

1,000,000

500,000

CD3FITC

A X

8sC

CD4 APC

1,000,000

500,000

Gate: [No Gating]

Beads
'20.3%

i

R

15

e

CD4 APC

SNz

1 Frrrrm
1

Gate: (CD3+in Lymphs)

4+8+
0.1%

Resuht
CDa5+ Lymphs Events 2705
Beads Events 15580
CDa5+ Lymphs Abs Count (cellaful) 1701
CO3+ Percent of Lymphs T1.90%
CO3+ Abs Count (cellaijl) 1223
CD3+ CD4+ Percent of Lymphs 49.83%
CO3+ CD4+ Abs Count (celiaful ) 847
CO3+ CD8+ Percent of Lymphs 1T12%
CO3+ CD8+ Aba Count (cells il ) 261
CD3+ CD4+ CDE- Percent of Lymphs 49 T6%
CO3+ CDa+ CD8- Abs Count (callsful) 846
CO3+ CD4- CDE+ Percent of Lymphs 17.04%
CD3+ CD4- CD8+ Abs Count (callsiul) 20
CD3+ CD4+ CD8+ Percent of Lymphsa 0T
CO3+ CDda+ CD8+ Abs Count (celiafpl) 1
Ch3+ CD4- CD8- Percent of Lymphs 5.03%
CO3+ CD4- CD8- Abs Count (cellsiil) BE
4/ Rabo 281
Pescant T-Sam T0%

©BD



Duvidas??

CONTATO
0800 771 7157 ou pelos e-mails:
suporte.cientifico@bd.com
suporte.tecnico@bd.com

& BD



