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Método analítico capaz de analisar simultaneamente múltiplos
parâmetros, como características físicas e/ou químicas de células ou
partículas em suspensão.

� Estudo do ciclo celular
� Estudo da apoptose
� Determinação da potência de biofármacos
� Urinálise (contagem de leucócitos, hemácias, células epiteliais,

bactérias)

A utilização da CF permite maior controle de qualidade, precisão,
eficácia e obtenção de resultados padronizados e confiáveis.
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Células ou outras partículas microscópicas em suspensão,
são direcionadas uma a uma através de um capilar, em uma
câmara de fluxo contínuo de líquido..

.. até o ponto em que são interceptadas por raios laser. A
dispersão da luz do laser que incidiu na célula é captada por
um sistema óptico..

..e convertida em sinais eletrônicos (fotomultiplicadores),
que são processados e armazenados em computador, gerando
informações sobre características físicas e/ou químicas
dessas partículas.

Sistema de Fluidos

Sistema Óptico

Sistema Eletrônico 

� Forward Scatter ou FSC – Detectam a luz que atravessou (tamanho)

� Side Scatter ou SSC – Detectam a luz desviada (granulosidade)

� 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 populações e subpopulações de células baseado no padrão e nível de
expressão de antígenos de superfície ou intra-citoplasmáticos
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� Soma de todos os procedimentos e funções do laboratório que 
levam à um resultado final correto.

� Necessário:
�Rastreabilidade de todo processo

� Documentação, registros e mapas

�Boas Práticas de Laboratório
� Instruções de Trabalho com descrição detalhada de cada exame

- Referência: Padronização e Roteiros (guideliness) para cada procedimento
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� A necessidade de padronização de procedimentos entre diferentes
laboratórios de CF, é um tópico de discussão que vem crescendo em
importância (EUROFLOW, GBFLUX).

Objetivo:

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

� Padronização:
- Permite simplificação dos fluxos de trabalho nos laboratórios.
- Melhora a reprodutibilidade dos dados.
- Facilita a solução de problemas uma vez que diminui-se as variáveis.

� Objetivo:

� Monitorar diariamente o desempenho do aparelho. Se necessário, aplicar
ações corretivas e preventivas.

� Assegurar ajustes de alinhamento, compensação e calibração do
equipamento (BD Calibrite Beads).

� Garante a reprodutibilidade e validação do teste (específico para cada
exame realizado).
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� Importância da limpeza do equipamento 
- Limpeza diária

- Limpeza mensal (fazendo “Bypass”)

- Limpezas não periódicas

� Realizar as manutenções periódicas do equipamento

� Passar diariamente as microesferas de calibração (Cytometer 
Setup & Tracking Beads – CS&T)

(Documente-se)

� Os PMTs de SSC, FL1, FL2 e FL3 são ajustados com as beads BD
CaliBRITETM não marcadas.

Fonte: BD

� Ajustes dos PMTS

� Os valores dos detectores de fluorescência são ajustados de modo a retirar a
fluorescência de fundo, a qual pode resultar de uma união não específica ou da
autofluorescência das células.



29/06/2015

6

� Por que ajustar os PMTS?

� Evitar falso-positivo e falso-negativo - células não marcadas como controle.

� Gráfico de análise de leucócitos (Dispersão Lateral e Frontal)
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� FSC e SSC não ajustados

� Compensação

� Processo matemático pelo qual os dados multiparamétricos do citômetro de fluxo 
são corrigidos, para diminuir a sobreposição espectral (spillover). 
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FL1 VS FL2

� Equipamento não compensado

� Caso ainda haja evidência de problemas de compensação
- Ação corretiva: esferas comerciais com fluorescência para monitorar o
equipamento (documente-se).
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Fonte: BD

� Principal objetivo do CS&T
Garantir menor interferência de “ruídos” de populações negativas, e que uma
fluorescência não interfira na detecção de outra.

� Ajuste periódico de compensação:
� Um anticorpo para cada PMT, fornecendo uma população antígeno negativo e

outra, antígeno positivo.

Ex: Paciente Normal: 
- Tubo: Controle Negativo
- Tubo: CD4-FITC
- Tubo: CD8-PE
- Tubo: CD45-PERCP
- Tubo: CD3-APC
- Tubo: CD4/CD8/CD45/CD3

Utilizar os Ac.Mc. Individualmente é essencial para corrigir o spillover (documente-se)
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�Objetivo

Identificar se as análises estão sendo realizadas corretamente,
gerando conceitos de qualidade para cada laboratório participante
de um determinado programa de acreditação laboratorial.

Ex.: PNCQ, CAP, UKNEQAS, PELM
.
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�Objetivo

- Comparar resultados com diversos instrumentos e reagentes
disponíveis comercialmente.

- Assegurar a qualidade dos exames de CF

.

� O equipamento deve estar a uma temperatura ambiente entre 19
a 25oC;

� Documentar e arquivar os valores obtidos no CS&T;
◦ Podendo-se criar planilhas/gráficos de análise de média e desvio padrão.

� Mandatório realizar nova compensação após cada manutenção
preventiva e corretiva, ou quando adicionado novo anticorpo na
rotina;

� Comparabilidade entre equipamentos é mandatoria – no caso de
dois equipamentos no mesmo laboratório;
◦ Ex: limite de aceitabilidade para CD34 quantitativo é de 10%.
◦ Para testes qualitativos como Painel de Leucemia e Linfomas, o

diagnóstico final é o critério de comparação.
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� Utilizar os padrões internacionais para cada procedimento no laboratório

� Validar soluções
Ex.: Tampão de hemólise e PBS
(diferentes marcas de fixador alteram os padrões de coloração)

� Todos reagentes devem ser validados a cada troca de lote ou preparo de titulação
(aceitação de variação de 5 a 10%).

Ex.: Tubos Trucount e Anticorpos Monoclonais

� Escolha a combinação de Ac.Mc. em cada tubo considerando a expressão esperada
do marcador nas células de interesse.

Regra básica: Quanto menor a densidade do antígeno, maior deve ser a intensidade do flurocromo.
Objetivo: Diminuir a interferência do background (autofluorescência) e a perda de sensibilidade de
resolução (sobreposição espectral).

(Para tudo: Documente-se)

� Mandatório dois níveis de CQI 
◦ Quantificação de células progenitoras CD34+
◦ Imunofenotipagem de populações linfocitárias.

� Para os painéis imunofenotípicos de Leucemias e Linfomas:
◦ Recomenda-se monitorar, mensalmente, o desempenho de todos Ac.Mc. 

utilizados.
◦ Avaliar a expressão antigênica nas populações normais e anormais do 

material em questão.
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� Mandatório o uso de CQE para todos os exames realizados no 
serviço.

◦ Não havendo controle comercial, realizar o teste “duplo-cego”;
◦ Estabelecer limites de aceitabilidade;
◦ Se necessário, aplique ações corretivas. Principalmente, avalie resultados dos 

pacientes investigados nas datas próximas ao CQE inaceitável;
◦ Registre e arquive.

� O material deve ser enviado para o setor de CF contendo as
seguintes informações:
- Nome do serviço e do médico solicitante (telefone para contato);
- Tipo de material, com data e horário de coleta;
- Indicação do exame, história clínica, hipótese diagnóstica do

paciente e tratamentos prévios.
(Dignóstico, recaída, controle ou pesquisa de Doença Residual Mínima.

� Sangue periférico em EDTA e MO em Heparina Sódica.
� Critério de rejeiçao de amostra de SP:

-Hemolisado ou com coágulos;
� Medula Óssea: Mandatório não rejeitar a amostra, no entanto,
deve estar descrito no laudo as condições de restrição.
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� Amostras devem ser processadas logo após seu recebimento
(em até 24 horas, sendo aceitável de 24 a 48 horas).

� Após processamento, sem fixador, aquisição deve ser feita em
no máximo 2 horas; com fixador, no máximo em 24 horas.

� Amostras com alto índice proliferativo (Ex.: Linfoma de
Burkit, Linfoma Difuso de Grandes Células), mandatório
processamento imediato.

� Padronizar os processos de aquisição e análise de dados
(Instruções de Trabalho)

� Conclusão diagnóstica:
◦ IF + Morfologia + História clínica

� Dupla Checagem
◦ Conferência dos dados analisados e transcritos

� Após liberação de laudo, conservar amostra por até 3 dias, em
temperatura de 2o a 8oC

� Realizar back up diário e arquivar todos os dados por no
minimo 5 anos.
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� Todos os processos descritos, bem como, os processos de melhoria
contínua (ações preventivas e corretivas) devem ser estabelecidos,
registrados e monitorados.

� O controle de qualidade externo é uma confirmação, e reflexo do
funcionamento do seu equipamento.

� Sem o verdadeiro controle do equipamento, uma marcação não tem valor
real.

� Portanto, com um bom monitoramento do equipamento, estabelecendo
controles internos e participando de um controle de qualidade externo de
excelência, você garante a interpretação precisa dos seus dados.

OBRIGADA

Contato:
2569-6867

d.ferman@pncq.org.br


