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1. OBIJETIVO(S)

Estabelecer procedimentos realizados para o processamento das amostras

bioldgicas utilizadas na determinac¢do do grupamento sanguineo (ABO), fornecer instrugdes claras
sobre as diferentes classificagdes.

DU);

2.

4.

MATERIAL

Tubos de Ensaio;

Laminas de vidro;

Amostras;

Solucdo salina a 0,9%;

Centrifuga;

Kit de reagentes anti-A, anti-B, anti-AB, anti-Rh, Soro de Combs (pesquisa de

Micropipetas de 50uL e 1000pL.

ABRANGENCIA/APLICACAO

Técnico de laboratdrio
Farmacéuticos-Bioquimicos
Biomédico

Bidlogo

Estagiario, Residente.

ATIVIDADES

4.1 Fundamento do Método: Consiste na caracterizagdo do sangue baseada na
presenga ou auséncia de substancias antigénicas herdaveis presentes na membrana das células
vermelhas. Esses antigenos da membrana das hemdcias podem ser proteinas, carboidratos,
glicoproteinas e alguns desses antigenos podem estar na membrana de outros tipos celulares.
Virios desses antigenos de membrana formam, coletivamente, o que sdo chamados de sistema de
grupo sanguineo. A classificacdo ABO é realizada através da identificacdo de seus antigenos na
membrana eritrocitdria (Classificacdo direta) e da pesquisa dos anticorpos séricos (Classificacdo
reversa). Os reagentes causam aglutinagao direta macroscépica das hemacias que carregam os
antigenos correspondentes. As hemadcias possuidoras do antigeno A se aglutinam quando
misturadas ao reagente Anti-A; igualmente, hemadcias possuidoras do antigeno B se aglutinam na
presenca do reagente Anti-B.O teste adicional empregando-se o reagente Anti-A,B facilita o
reconhecimento de subgrupos raros de baixa reatividade aglutinando as hemacias dos grupos A, B,
e AB, mas nao as do grupo O.
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4.2 Descrigao: Nao ha necessidade de qualquer preparagdo prévia do paciente ou
doador para a coleta do material. O sangue deve ser coletado através de técnica asséptica, com
anticoagulante (EDTA, heparina, citrato, ACD, CPDA-1 ou CPD/SAG-M). Os resultados dos testes sdo
melhores evidenciados com a utilizagdo de amostras de sangue recém coletadas.

a) Amostra: Sangue total;

b) Volume recomendado: 1 mL;

c¢) Conservacdo: Se ndo for possivel realizar os testes apds a coleta, a amostra deve
ser conservada refrigerada entre 2 — 8 2C. De acordo com o anticoagulante utilizado as amostras
devem ser testadas dentro dos seguintes prazos:

e Heparina Oxalato de Sédio — 2 dias

¢ EDTA Citrato de Sddio — 14 dias

¢ ACD ou CPD - 28 dias

d) Causas de rejeicdo: hemdlise acentuada, lipemia acentuada, contaminacgdo
bacteriana;

e) Metodologia: Reacao de aglutinacao;

4.3 Procedimento técnico:

Teste em lamina:

1 -Preparar uma suspensdo de glébulos a 40% no préprio soro, plasma ou solugao
salina a 0,9%;

2 —Colocar uma gota do reagente Anti-A no lado esquerdo da lamina e uma gota de
reagente Anti-B no lado direito. Em uma segunda lamina, colocar uma gota de reagente Anti-AB.
Realizar os testes a temperatura ambiente (202 a 252 C);

3 —Adicionar 1 gota da suspensdo de hemdcias a cada reagente;

4 —Misturar o reagente com a suspensdo de glébulos em uma area de 2x3 cm.
Movimentar delicadamente a lamina para promover a mistura e examinar a presenga ou nao de
aglutinacdo macroscdpica. A aglutinacdo se inicia em poucos segundos. Nao observar a [amina por
mais de 2 minutos, quando nao houver aglutinacdo. Alternativamente, pode-se realizar o teste em
lamina utilizando-se uma suspensado de globulos a 10% em solucdo salina a 0,9%.

Teste em tubo:

1 -Preparar uma suspensdo a 3-5% do glébulo a ser testado em solugdo salina a 0,9%,
lavar a suspensado 3 vezes com solucdo salina;
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2 —Adicionar uma gota de reagente Anti-A, Anti-B e Anti-AB respectivamente em trés
tubos de ensaio e identifica-los;

3 —Acrescentar uma gota da suspensdo de hemacias 3-5% a cada tubo. Misturar bem
o conteudo;

4 -Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm;

5- Ressuspender delicadamente o botdo de hemacias e examinar a presenca ou ndo
de aglutinacao;

6- Graduar e registrar o resultado. A forca centrifuga aplicada deve ser a minima
necessaria para se obter um sobrenadante claro e um botdo nitidamente delineado que possa ser
ressuspenso facilmente. As centrifugas devem ser calibradas individualmente para se obter o tempo
e velocidade 6timos de centrifugacgao.

RhD:
Preparar uma suspensao a 5% das hemadcias teste

1- Rotular dois tubos: D (teste) e C (controle) e proceder como descrito na tabela

abaixo :
D C
Suspensdo de hemdcias | 1 gota 1 gota
teste
Soro anti-Rho (D) 85% 1 gota
Controle Rh 1 gota
2 - Homogeneizar e centrifugar a 3.400 rpm por 15 segundos;
3- Ressuspender o botdo de hemdcias formado e verificar se houve ou ndo
aglutinacao.

Em caso de “D Fraco/ D"”:

1. Incubar a suspensdo, com a nao aglutinacdo, em por 30 minutos a 37 2C. Lavar o
sedimento as hemacias que apresentaram resultado negativo, por 3 vezes (se for hemacias de
recém-nascido deve-se lavar 8 vezes), com solucdo fisiolégica 0,9%;

2. Decantar completamente a salina apds a ultima lavagem;

3. Adicionar 2 gotas de SORO de COOMBS em cada tubo;
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4. Homogeneizar e centrifugar os tubos durante 15 segundos, a 3.400 rpm (900-
1000g) ou 1 minuto a 1.000 RPM (100-125g);

~x "

5. Ressuspender o “botao
presenca ou nao de aglutinagao;

de hemacias agitando delicadamente o tubo e observar a

6. Anotar os resultados

. Interpretagao dos resultados:

ABO

POSITIVO: excluindo-se as limita¢cdes do teste, a aglutinacdo dos glébulos pelo
reagente indica a presenca do antigeno correspondente. Igualmente, a aglutinacdo da amostra pelo
reagente Anti-A, B indica a presenca dos antigenos A e/ou B, caracterizando ndo se tratar de grupo
0.

NEGATIVO: excluindo-se as limitagdes do teste, a auséncia de aglutinagao no teste
indica auséncia do antigeno correspondente.

Classificac&o Direta Classificacao Reversa| Grupo
Anti-A Anti-B_ | Anti-AB A B ABO
+ 0 + 0 + A
0 + + + 0 B
0 0 0 + + O
+ + + 0 0 AB
RhD:

Aglutinacdo: Rho (D) positivo.

Auséncia de aglutinacdo: Adicionar mais 1 gota de soro Anti-D e centrifugar a 3.400
rom por 15 segundos. Caso o teste continue apresentando resultado negativo, realizar a técnica
para a pesquisa das formas fracas do antigeno D (DY).

. Calibragao da metodologia:
O resultado obtido na tipagem ABO em adultos deve ser confirmado pela prova

reversa com reagente de células Al e B (Rh negativos). E importante que a reatividade e
especificidade do reagente sejam confirmadas a cada dia de uso utilizando-se um controle positivo,
de preferéncia hemacia A2B e um controle negativo, hemacia do grupo O.

® Resultados: Os resultados sdo digitados e liberados pelo COMPLAB.
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5. RECOMENDAGOES

Evitar exposi¢ao dos reagentes a temperaturas excessivas. Conservar ao abrigo da
luz. NAO CONGELAR OS REAGENTES. O congelamento pode causar danos irreversiveis. Os reagentes
nao abertos, quando armazenados nas condi¢des indicadas, sdo estdveis até a data de validade
impressa no rétulo. Durante o manuseio, os reagentes estdo sujeitos a contaminagdes de natureza
guimica e microbiana que podem provocar reducdo da estabilidade, ndo reaproveitar ponteiras

utilizadas nas pipetagens.

6. REFERENCIAS

Tipagem sanguineia. Disponivel em https://labtestsonline.org.br/tests/tipagem-

sanguinea. Acessado no dia 13 de outubro de 2021.

Anti-A, Anti-B e Anti-AB, Protemo Produtos Hemoterdpicos Ltda. Disponivel em:
http://prothemo.com.br/conteudo/templates/prothemo/instrucoes/inst antia nov2009.pdf.

Acessado no dia 13 de outubro de 2021.



https://labtestsonline.org.br/tests/tipagem-sanguinea
https://labtestsonline.org.br/tests/tipagem-sanguinea
http://prothemo.com.br/conteudo/templates/prothemo/instrucoes/inst_antia_nov2009.pdf

sus ‘:‘ U?N

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
HOSPITAL UNIVERSITARIO ANA BEZERRA

Tipo do PROCEDIMENTO / ROTINA POP.ULACC.022- Pagina 06/06
Documento
Titulo do POP de TESTE DE CLASSIFICACAO Emissao: Proxima revisao:
Documento ABO-RH 12/11/2021 11 /2023
Versao: 01

7. HISTORICO DE REVISAO
VERSAO DATA DESCRICAO
01 12/11/2021 | Realizag¢do do POP Teste de Classificagdo ABO-Rh

Dr2

Heloisa
Farmacéutica-Bioquimica — HUAB/UFRN/EBSERH

Elaboragdo/Revisdo:

Mara

Batista Fernandes de Oliveira

Data: 12/11/2021

Validagdao: Membro do Setor de Vigilancia em Saude

Data:

Chefia Imediata

Aprovagdo: Ana Cristina Santos Fernandes Pereira

Data:




URN AB EBSER)

HOSPITAL UNIVERSITARIO ANA BEZERRA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

Praca Tequinha Farias, n? 13 - Bairro Centro, Santa Cruz/RN, CEP 59200-000
- http://huab-ufrn.ebserh.gov.br

CERTIDAO

Processo n? 23527.008833/2021-18
Interessado: Setor de Vigilancia em Saude

Certidao de assinaturas eletrénicas correspondente ao documento
POP.ULACC.022 - CLASSIFICACAO ABO-RH

Atualizacao:

Nome: Heloisa Mara Batista Fernandes de Oliveira

SIAPE: 2148960

Funcao: Farmacéutica-Bioquimica - HUAB/UFRN/EBSERH

Validacao
Nome: Joao Maria Rego Mendes
SIAPE: 2247559

Funcao: Membro SGQVS

Aprovacao

Nome: Ana Cristina Santos Fernandes Pereira

SIAPE: 2158184

Funcao: Chefe do Setor




Santa Cruz

Documento assinado eletronicamente

Documento assinado eletronicamente por Heloisa Mara Batista Fernandes
de Oliveira, Farmacéutico(a), em 16/11/2021, as 17:20, conforme horario
oficial de Brasilia, com fundamento no art. 69, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8
de outubro de 2015.

i 3
Jeli‘ I.g;.
assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Ana Cristina Santos Fernandes
Pereira, Chefe de Unidade, em 19/11/2021, as 08:59, conforme horario
oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 19, do Decreto n® 8.539, de 8
de outubro de 2015.

i 3
Jeli‘ I.g;.
assinatura
eletronica

Documento assinado eletronicamente por Joao Maria Régo Mendes,
Enfermeiro(a), em 22/11/2021, as 10:26, conforme horario oficial de
Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

i 3
Jeli‘ I.g;.
assinatura
eletronica

L A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
% https://sei.ebserh.gov.br/sei/controlador_externo.php?

Referéncia: Processo n? 23527.008833/2021-18 SEIn2 17606116


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.ebserh.gov.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

	Documento  (17606080)
	Certidão ULACC/SAD/GAS/Huab-UFRN 17606116

