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Citometria de Fluxo

Defini¢do
Método analitico capaz de analisar simultaneamente multiplos

parametros, como caracteristicas fisicas e/ou quimicas de células ou
particulas em suspensao.

AplicagGes
v Estudo do ciclo celular
v Estudo da apoptose
v Determinagdo da poténcia de biofarmacos

v Urindlise (contagem de leucdcitos, hemadcias, células epiteliais,
bactérias)

A utilizagdo da CF permite maior controle de qualidade, precisao,
eficdcia e obtencao de resultados padronizados e confidveis.
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Funcionamento de um Citometro
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Sistema de Fluidos  Células ou outras particulas microscopicas em suspensio,
s@o direcionadas uma a uma através de um capilar, em uma
camara de fluxo continuo de liquido..

) . até o ponto em que sdo interceptadas por raios laser. A
Sistema Optico dispersdo da luz do laser que incidiu na célula é captada por
um sistema 6ptico..

.. convertida em sinais eletronicos (fotomultiplicadores),
que sdo processados e armazenados em computador, gerando
informagdes sobre caracteristicas fisicas e/ou quimicas
dessas particulas.

Sistema Eletronico
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Funcionamento de um Citometro (continuacio)
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v Forward Scatter ou FSC — Detectam a luz que atravessou (tamanho)
v Side Scatter ou SSC — Detectam a luz desviada (granulosidade)
v FL1, FL2 e FL3 — Filtros de comprimentos de onda

- A luz refletida pelos fluorocromos excitados pelo laser (ligados a anticorpos comerciais),
atravessa esses filtros para depois ser detectada por PMTs.

- Permite detectar populagdes e subpopulacdes de células baseado no padrio e nivel de
expressao de antigenos de superficie ou intra-citoplasmaticos
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Funcionamento de um Citometro (continuacio)
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Controle de Qualidade no Laboratorio de CF

= Soma de todos os procedimentos e fun¢des do laboratério que
levam a um resultado final correto.

= Necessdrio:
v Rastreabilidade de todo processo

* Documentagéo, registros e mapas

v'Boas Praticas de Laboratério
* Instrugdes de Trabalho com descri¢do detalhada de cada exame

- Referéncia: Padronizagdo e Roteiros (guideliness) para cada procedimento
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Controle de Qualidade no Laboratéorio de CF (continuacao)

= A necessidade de padronizacdo de procedimentos entre diferentes
laboratérios de CF, é um tépico de discussdao que vem crescendo em
importancia (EUROFLOW, GBFLUX).
Objetivo:

Assegurar a qualidade e confiabilidade dos resultados de Imunofenotipagem por CF.

v Padronizagdo:

- Permite simplificacdo dos fluxos de trabalho nos laboratérios.
- Melhora a reprodutibilidade dos dados.

- Facilita a solu¢@o de problemas uma vez que diminui-se as varidveis.
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Controle de Qualidade Interno
v Objetivo:

« Monitorar diariamente o desempenho do aparelho. Se necessdrio, aplicar
acgdes corretivas e preventivas.

= Assegurar ajustes de alinhamento, compensacdo e calibragdo do
equipamento (BD Calibrite Beads).

« Garante a reprodutibilidade e validacdo do teste (especifico para cada
exame realizado).

Programa Nacional de Cor
Patrocin:

29/06/2015



Controle de Qualidade Interno (continuacao)

v Importancia da limpeza do equipamento
- Limpeza didria
- Limpeza mensal (fazendo “Bypass”)

- Limpezas ndo periddicas
v Realizar as manuten¢des periddicas do equipamento

v Passar diariamente as microesferas de calibragao (Cytometer
Setup & Tracking Beads — CS&T)

(Documente-se)
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Controle de Qualidade Interno (continuacio)

v’ Ajustes dos PMTS
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v Os PMTs de SSC, FL1, FL2 e FL3 sdo ajustados com as beads BD
CaliBRITE™ nio marcadas.

v Os valores dos detectores de fluorescéncia sdo ajustados de modo a retirar a
fluorescéncia de fundo, a qual pode resultar de uma unido nao especifica ou da

autofluorescéncia das células.
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v" Por que ajustar os PMTS?

Controle de Qualidade Interno (continuacao)
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v" Grifico de andlise de leucdcitos (Dispersdo Lateral e Frontal)

Amostra de sangue periférico
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Meutrofilos — R3
Complexidade interna variavel,
tém ditribuicdo eliptica

Mondcitos — R2
Células homogéneas, tém
distribuicdo circular

Linfécitos — R1
000 Variabilidade de tamanho, tém
distribuicdo eliptica
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v FSC e SSC ndo ajustados
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Controle de Qualidade Interno (continuacio)

v Compensagio
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v’ Processo matematico pelo qual os dados multiparamétricos do citdmetro de fluxo
sdo corrigidos, para diminuir a sobreposi¢do espectral (spillover).
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v Equipamento ndo compensado
FL1 VS FL2
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v" Caso ainda haja evidéncia de problemas de compensagéo
- Acdo corretiva: esferas comerciais com fluorescéncia para monitorar o
equipamento (documente-se).

Programa Nacional de Controle de Qualidade
P de -
Prow Sea

PNCQ

29/06/2015



Institution: Laborstorio Centro Treinamnento
Director:  BD.

4-Color Lyse/No-Wash FACSComp Report

Date: on, Feb 11, 2008 £:00 Ab
Software: FACSComp5 2

FACS Comp Report
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Controle de Qualidade Interno (continuac¢io)

v Principal objetivo do CS&T
Garantir menor interferéncia de “ruidos” de populacdes negativas, € que uma
fluorescéncia ndo interfira na deteccdo de outra.

v' Ajuste periédico de compensagio:
v Um anticorpo para cada PMT, fornecendo uma populagdo antigeno negativo e
outra, antigeno positivo.

Ex: Paciente Normal: 1% 25%
- Tubo: Controle Negativo . <

- Tubo: CD4-FITC 2 Tols | 3

- Tubo: CD8-PE © ' 8 -
- Tubo: CD45-PERCP y = q

- Tubo: CD3-APC 127 L
- Tubo: CD4/CD8/CD45/CD3 RSN cog

Utilizar os Ac.Mc. Individualmente € essencial para corrigir o spillover (documente-se)
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Controle de Qualidade Externo

v Objetivo
Identificar se as andlises estdo sendo realizadas corretamente,
gerando conceitos de qualidade para cada laboratério participante

de um determinado programa de acreditagcdo laboratorial.

Ex.: PNCQ, CAP, UKNEQAS, PELM
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Citometria de Fluxo
W ;
Constituinte Método Unidade Determinagio do Laboratario Média DRM(%) DP CV{%) QA QGAV  Conceito
CD45+ (Amostra 04) FACScalibur % 100 100,0000 10,0000 30,0000 30,0 3 3 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Todos os Analisadores Automatizados 100,0000 30,0000 30,0 3 3
D3+ {Amostra 01) FACScalibur % ol £1,7400 -0,9053 24,5220 30,0 5 5 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Tedos os Analisadores Automatizados 81,7400 24,5220 30,0 5 5
CO3+/CD4+ (Amostra 01) FACScalibur % 52 51,1200 17214 15,3360 30,0 5 5 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Todos os Analisadores Automatizados 511200 15,3360 30.0 ) ]
[! 1) i %% 29 31,1800 £9917 9,3540 30,0 5 5 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Tedos os Analisadores Automatizados 31,1800 8.3540 30,0 5 5
CD45+ (Amestra 02) FACScalibur % 100 100,0000 0,0000 30,0000 30,0 3 3 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Todos os Analisadores Automatizados 100,0000 30,0000 300 3 3
CD3+ {Amostra 02) FACScalibur % 75 76,5000 -1,9608 22,9500 30,0 5 5 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Tedos os Analisadores Automatizados 76.5000 22,9500 30,0 5 5
CDA+ICD4+ (Amastra 02) FACScalibur % 4% 47,2800 -2,7073 14,1840 30,0 5 5 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Tedos os Analisadores Automatzados 47.2800 14,1240 30.0 5 5
CO3+/CD8+ (Amastra 02) FACScalibur % 27 27,7800 -2.8078 83340 30,0 5 5 B
Avaliado pelo Método Estatistico Especial Tedos os Analisadores Automatizados 27,7800 83340 30,0 5 5

AViS

@
L

Programa Nacional de Controle de Qualidade
Patrocinado pela Sociedade Brasileira de A Clinicas (SBAC)

PNCQ

29/06/2015

10



29/06/2015

Controle de Qualidade Interlaboratorial

v Objetivo

- Comparar resultados com diversos instrumentos e reagentes
disponiveis comercialmente.

- Assegurar a qualidade dos exames de CF

Programa Nacional de Controle de Qualidade
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Recomendacdes do Grupo Brasileiro de Citometria de Fluxo —
GBFLUX

v O equipamento deve estar a uma temperatura ambiente entre 19
a 25°C;

v Documentar e arquivar os valores obtidos no CS&T;
> Podendo-se criar planilhas/graficos de analise de média e desvio padro.

v Mandatorio realizar nova compensacao apds cada manutencdo
preventiva e corretiva, ou quando adicionado novo anticorpo na
rotina;

v Comparabilidade entre equipamentos é mandatoria — no caso de
dois equipamentos no mesmo laboratdrio;

o Ex: limite de aceitabilidade para CD34 quantitativo é de 10%.

o Para testes qualitativos como Painel de Leucemia e Linfomas, o
diagnéstico final € o critério de comparagdo.
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Recomendacdes do Grupo Brasileiro de Citometria de Fluxo —
GBFLUX (continuacio)

v Utilizar os padrdes internacionais para cada procedimento no laboratdrio

v Validar solucdes
Ex.: Tampao de hemdlise e PBS
(diferentes marcas de fixador alteram os padrdes de coloragdo)

v Todos reagentes devem ser validados a cada troca de lote ou preparo de titulacdo
(aceitacdo de variagdo de 5 a 10%).

Ex.: Tubos Trucount e Anticorpos Monoclonais

v Escolha a combinacdo de Ac.Mc. em cada tubo considerando a expressdo esperada
do marcador nas células de interesse.

Regra basica: Quanto menor a densidade do antigeno, maior deve ser a intensidade do flurocromo.

Objetivo: Diminuir a interferéncia do background (autofluorescéncia) e a perda de sensibilidade de
resolucgdo (sobreposi¢ao espectral).

(Para tudo: Documente-se)

Programa Nacional de Controle de Qualidade
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Recomendacoes do Grupo Brasileiro de Citometria de Fluxo —
GBFLUX (continuacio)

v Mandatério dois niveis de CQI
° Quantificacdo de células progenitoras CD34+
> Imunofenotipagem de populagdes linfocitdrias.

v Para os painéis imunofenotipicos de Leucemias e Linfomas:

> Recomenda-se monitorar, mensalmente, o desempenho de todos Ac.Mc.
utilizados.

o Avaliar a expressdo antigénica nas popula¢des normais e anormais do
material em questdo.

le de Qualidade
is (SBAC)
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Recomendacdes do Grupo Brasileiro de Citometria de Fluxo —
GBFLUX (continuacio)

v Mandatério o uso de CQE para todos os exames realizados no
Servico.

> Nao havendo controle comercial, realizar o teste “duplo-cego’;
o Estabelecer limites de aceitabilidade;

> Se necessdrio, aplique a¢des corretivas. Principalmente, avalie resultados dos
pacientes investigados nas datas préximas ao CQE inaceitavel;

> Registre e arquive.

Programa Nacional de Controle de Qualidade
Patrocinado pela Sociedade Brasileira d BAC)
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Controle da Fase Pré-Analitica

v O material deve ser enviado para o setor de CF contendo as
seguintes informagdes:
- Nome do servigo e do médico solicitante (telefone para contato);
- Tipo de material, com data e horario de coleta;
- Indicagdo do exame, histéria clinica, hipétese diagndstica do
paciente e tratamentos prévios.

(Dignéstico, recaida, controle ou pesquisa de Doenga Residual Minima.

v' Sangue periférico em EDTA e MO em Heparina Sédica.
v Critério de rejeicao de amostra de SP:
-Hemolisado ou com codgulos;
v Medula Ossea: Mandatério niio rejeitar a amostra, no entanto,
deve estar descrito no laudo as condi¢des de restrigao.

Programa Nacional de Controle de Qualidade
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Controle da Fase Pré-Analitica

v Amostras devem ser processadas logo apds seu recebimento
(em até 24 horas, sendo aceitavel de 24 a 48 horas).

v Ap6s processamento, sem fixador, aquisicdo deve ser feita em
no maximo 2 horas; com fixador, no maximo em 24 horas.

v Amostras com alto indice proliferativo (Ex.: Linfoma de

Burkit, Linfoma Difuso de Grandes Células), mandatério
processamento imediato.

v Padronizar os processos de aquisicio e andlise de dados
(Instrucdes de Trabalho)

Programa Nacional de Controle de Qualidade
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Controle da Fase Pés-Analitica

v Conclusao diagnéstica: )

J4
° IF + Morfologia + Histdria clinica e 1 ’

v Dupla Checagem

o Conferéncia dos dados analisados e transcritos

v Ap0s liberagdo de laudo, conservar amostra por até 3 dias, em
temperatura de 2° a 8°C

v Realizar back up didrio e arquivar todos os dados por no
minimo 5 anos.

Programa Nacional de Controle de Qualidade
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Consideracoes Finais

v Todos os processos descritos, bem como, os processos de melhoria
continua (agdes preventivas e corretivas) devem ser estabelecidos,
registrados € monitorados.

v O controle de qualidade externo é uma confirmagdo, e reflexo do
funcionamento do seu equipamento.

v Sem o verdadeiro controle do equipamento, uma marcagiao nao tem valor
real.

v Portanto, com um bom monitoramento do equipamento, estabelecendo
controles internos e participando de um controle de qualidade externo de
exceléncia, vocé garante a interpretacio precisa dos seus dados.

Programa Nacional de Controle de Qualidade
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Contato:
2569-6867
d.ferman @pncq.org.br
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