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OBJETIVO

Validar os reagentes para realizacdo das técnicas de imunohematologia de acordo com o manual
do fabricante dos respectivos reagentes e executar as atividades teoricas e praticas solicitadas
pelo Controle de Qualidade Externo (CQE).

DOCUMENTOS RELACIONADOS

Portaria MS. n° 158, de 04/02/2016 - Redefine o regulamento técnico de procedimentos

hemoterapicos

GLOSSARIO
Anvisa — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CQI - Controle de Qualidade Interno
CQE - Controle de Qualidade Externo
Ebserh — Empresa Brasileira de Servi¢os Hospitalares
Hemope — Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco
Hupaa - Hospital Universitario Professor Alberto Antunes
IMU - Imunohematologia
Liss (sigla em inglés) - Low lonic Strength Saline (Solugdo de Baixa Forca I6nica)
MS - Ministério da Saude
POP — Procedimento Operacional Padrao
Ufal — Universidade Federal de Alagoas

Utransf - Unidade Transfusional

APLICACAO

Utransf / Laboratorio de Imunohematologia.
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LISTA DE QUADROS
Quadro 1 — Inspecdo Visual dos Reagentes

Quadro 2 — Inspecéo Visual das Colunas de Aglutinacéo

Quadro 3 — Inspecdo dos reagentes: Hemacias A e B

Quadro 4 — Inspecdo dos reagentes: Hemacias A e B

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Tabela utilizada para determinacéo do Score
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INFORMACOES GERAIS

Ligada hierarquicamente ao Setor de Apoio Terapéutico, a Unidade Transfusional
(Utransf) presta assisténcia hemoterdpica aos pacientes atendidos no Hupaa, fornecendo
hemocomponentes produzidos segundo critérios pre-definidos em portaria ministerial que
garantam a seguranca dos receptores.

O Manual de Procedimento Operacional Padrdo visa contribuir para a disseminacdo da
informacdo e do conhecimento integrados ao fortalecimento da gestdo hospitalar e assim
proporcionar aos interessados um apanhado das principais atividades desenvolvidas neste
Hospital.

O referido Manual é de suma importancia por se tratar de um instrumento de trabalho que
possibilite a0 Hupaa promover a socializagdo do conhecimento das técnicas realizadas na
organizacdo hospitalar conforme os padrées estabelecidos pelas legislagdes vigentes.

Um Procedimento Operacional Padrdo (POP) tem o objetivo de padronizar e minimizar a
ocorréncia de desvios na execucdo de tarefas fundamentais, para o funcionamento correto do
processo. Ou seja, um POP coerente garante ao usuario que a qualquer momento que ele se dirija
ao estabelecimento, as acfes tomadas para garantir a qualidade sejam as mesmas, de um turno
para outro, de um dia para outro. Ou seja, aumenta-se a previsibilidade de seus resultados,
minimizando as varia¢fes causadas por impericia e adaptacOes aleatorias, independente de falta,
auséncia parcial ou férias de um funcionario.

Este documento descreve o0s procedimentos realizados no laboratério de
Imunohematologia da Unidade Transfusional do Hupaa-Ufal/Ebserh, conforme a Portaria n.°
158, de 04 de fevereiro de 2016, a fim de orientar os funcionarios da Unidade na realizagdo do
CQI (Controle de Qualidade Interno) e do CQE (Controle de Qualidade Externo).

Os POPs descritos a seguir sao realizados pelos profissionais de nivel superior (Bidlogo
ou Biomédico), sob supervisdo do médico Hematologista responsavel pelo Servico de

Imunohematologia.
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l. POP - GERENCIAMENTO DO CONTROLE QUALIDADE EXTERNO (CQE)

1. Materiais necessarios
e Amostras do Controle de Qualidade Externo enviado pela Fundacdo de Hematologia e

Hemoterapia de Pernambuco (Hemope);
e Questionério enviado pela Hemope.
2. Descricdo da técnica

2.1. Passo-a-passo

2.1.1. AvaliacOes da Anvisa:

Tedrica:
2.1.1.1. Aguardar o questionario via correios;

2.1.1.2. Xerocar o questionario para os funcionarios da imunohematologia;

2.1.1.3. Agendar discussdo dos resultados;

2.1.1.4. Reunir os funcionarios da Imunohematologia para a escolha das respostas de comum
acordo, com o estabelecimento de uma nota minima a ser alcancada;

2.1.1.5. Responder o questionario no sistema (Link disponibilizado);

2.1.1.6. Solicitar resultado por e-mail no prazo determinado;

2.1.1.7. Reunir os funcionarios da Imunohematologia para discussao dos resultados obtidos;

Prética:
2.1.1.8. Receber as amostras no Servigo de Imunohematologia e verificar a viabilidade das

mesmas para os testes solicitados;

2.1.1.9. Tirar cOpia do questionario para o Servi¢o de Imunohematologia;

2.1.1.10.Processar as amostras testes nos mesmos sistemas analiticos da rotina das amostras dos

pacientes;
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2.1.1.11.Agendar dia para a conferéncia dos resultados;
2.1.1.12.Enviar o resultado via correios;
2.1.1.13. Aguardar resultado via correio ou no site da Anvisa;

2.1.1.14.Reunir os funcionarios da Imunohematologia para discussao dos resultados obtidos.

2.2. Recomendacdes
2.2.1. Realizar a inspecdo visual das amostras CQE (se as embalagens estdo integras) e verificar

a viabilidade das mesmas para os testes solicitados;

2.2.2. Realizar a inspecdo visual das amostras do CQE que NAO devem apresentar: hemolise,

precipitados, particulas em suspensao;

2.2.3. Centrifugar as amostras por 10 minutos e utilizar o sobrenadante para que a fibrina, que
possa estar presente nas amostras, ndo influencie nos resultados do Controle Externo de
Qualidade.

2.3. Ac0Oes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Caso as amostras recebidas estejam inviaveis para a realizacdo dos testes de CQE, entrar
em contato com o Hemope através de e-mail (aeghemope@hotmail.com), solicitando nova

amostra.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.


mailto:aeqhemope@hotmail.com
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. POP - AVALIACAO DE ROTULOS, BULAS E FRASCOS DOS REAGENTES
IMUNOHEMATOLOGICOS

1. Materiais Necessarios
e Rotulos;
e Bulas;
e Frascos dos reagentes;

e Planilha do CQI_02.

2. Descrigdo da técnica
2.1. Passo-a-passo

2.1.1. Avaliacdo do Rétulo dos Reagentes:
Devem estar contidas no rétulo as seguintes informacdes:
e Nome do fabricante;
e Nome do produto;
e Data da validade;
e NuUmero de lote;
e Volume do produto;
e Temperatura de armazenagem;

e Numero de registro na Anvisa, firmemente afixado ao frasco e que permita a inspegé&o,
visual do conteudo.

2.1.2. Avaliacao da Bula:

Devem estar contidas na bula as seguintes informacdes:

e Nome do reagente;
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e Composicdo do reagente;

e Descricdo dos procedimentos técnicos, informacdes claras e legiveis e em portugués.

2.1.3. Avaliacao do Frasco:
e Embalagem integra e bem vedada;

e Frascos conta-gotas transparentes.

2.2. Recomendaces
2.2.1. Os globulos vermelhos utilizados para teste dos reagentes (anti-soro) deverdo ter menos

de 7 dias de coleta e as suspensdes devem ser preparadas no dia que serdo usadas;

2.2.2. Todas as hemacias utilizadas no controle de qualidade de anti-soros devem ser lavadas (3
vezes com solucdo fisiologica) e preparadas em suspensdo na porcentagem indicada para o teste;
2.2.3. Naanalise do rétulo, verificar a validade especificada pelo fabricante;

2.2.4. Inspecdo visual é importante: soro turvo pode indicar, muitas vezes, contaminagdo
bacteriana e/ ou armazenagem impropria. Também permite verificacdo de hemolise em

reagentes de glébulos vermelhos.

2.3.  Agdes em caso de ndo conformidade

2.2.5. Caso ocorra ndo conformidade, registrar medidas corretivas estabelecidas na
Imunohematologia com o objetivo de solucionar o problema junto ao fornecedor e
solicitar eventual devolugdo e substitui¢cdo do produto.

3.  Mapeamento

Né&o se aplica



I1l.  POP - INSPECAO VISUAL DOS REAGENTES
1. Materiais Necessarios
e Ficha de inspecéo visual dos reagentes e das colunas de aglutinacéo.
2. Descricéo da técnica
2.1. Passo-a-passo

2.1.1. Inspecédo Visual dos Reagentes;

REAGENTES ESPECIFICACOES FREQUENCIA

Anti-soros,
potencializadores, Auséncia de precipitados, gelatina, particulas, fungos, .
~ . x Diariamente
solugdes e enzimas turvagao.
proteoliticas.
Reagentes de  Auséncia de hemdlise, turvacdo do liquido L
Diariamente

hemacias. sobrenadante ou escurecimento da hemacia.
N&o pode promover hemolise e aglutinagdo

Salina, Solucdo .. " s
¢ de hemaécias ndo sensibilizadas nos testes

de Lisse . . e ..

. imunohematoldgicos. Estas caracteristicas Diariamente
albumina «
hovina deverdo ser observadas quando este

reagente estiver em uso.
Fonte: Adaptado do Manual do Fabricante do Reagente em Uso.

Inspecdo Visual dos Reagentes

2.1.2. Inspecéo Visual das Colunas de Aglutinagéo.

POP/UTRANSF.IMU.CQT/T001/2018 Controle de Qualidade
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INDICADORES ESPECIFICAGOES FREQUENCIA

Totalmente sedimentados, aspecto homogéneo e
solucdo tampdo acima da coluna, ndo devem

Microtubos com R ,
apresentar sinais de ressecamento, particulas em

gel suspensdo e bolhas de ar. O nivel do gel em todos os Diariamente
microtubos deve ser de 2/3. O nivel do tampdo deve
estar entre 1 a 2 mm acima do gel.
Sem perfuracdes ou irregularidades, Na retirada do lacre é
- preciso observar, na parte inferior da folha de aluminio, as —
Lacres de aluminio Diariamente

marcas impressas das bordas dos orificios dos microtubos
gue indicam o fechamento correto.
Fonte: Adaptado do Manual do Fabricante do Reagente em Uso.

Inspecéo Visual das Colunas de Aglutinagdo

2.2. Recomendagdes
2.2.1. Armazenar os reagentes de acordo com as instrucdes do fabricante, devendo ser evitado,

ao maximo, a permanéncia do reagente fora das temperaturas indicadas para seu armazenamento;

2.2.2. Realizar o controle de qualidade em cada lote imediatamente ou até 48 horas, quando
recebidos no Servico de Hemoterapia, para comprovar que os reagentes estdo dentro dos padrdes

estabelecidos e que nédo foram alteradas durante o transporte;

2.2.3. Estabelecer medidas corretivas quando forem detectadas anormalidades. Os resultados
dos controles devem ser para acompanhamento do desempenho do produto.

2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Caso ndo haja conformidade nos resultados, repetir novamente o teste ou controle de

qualidade;

2.3.2. Caso continue com resultado de ndo conformidade, registrar medidas corretivas
estabelecidas na Unidade Transfusional e solicitar eventual devolucéo e substituicdo do produto
com o objetivo de solucionar o problema junto ao fornecedor.

3. Mapeamento

Né&o se aplica

POP/UTRANSF.IMU.CQT/T001/2018 Controle de Qualidade
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IV. POP-REGISTRO DE RESULTADO NAO CONFORME
1. Materiais Necessarios

e Formulério de ndo conformidade dos reagentes imunohematoldgicos relacionados ao

controle de qualidade.

2. Descricdo da técnica
2.1. Passo-a-passo

2.1.1. Solicitar a repeticdo do teste quando o resultado do controle de qualidade interno dos
reagentes imunohematolégicos estiver fora das especificagdes estabelecidas pela Portaria N.° 158
do Ministério da Salde, de 4 de fevereiro de 2016.

2.1.2. Registrar no FORMULARIO DE NAO CONFORMIDADE os seguintes dados (ap6s

confirmacéo dos resultados ndo conformes estabelecidos pelo CQI):

e Numero do lote;

e Fabricante do reagente;
e Validade;

e Data do recebimento;

e Data da analise.

2.2. Recomendaces

2.2.1. Preencher o formulario de ndo conformidade dos reagentes imunohematolégicos quando
ocorrer resultado reprovado no controle de qualidade interno.

2.3.  Agbes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Registrar o resultado reprovado no controle de qualidade interno dos reagentes
imunohematol6gicos, bem como as medidas corretivas estabelecidas na Imunohematologia;
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2.3.2. Informar o fato ao fornecedor e agilizar a devolugéo ou substitui¢do do produto, a fim de

solucionar o problema.

3. Mapeamento

Nao se aplica.



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

V. POP - VALIDACAO DE ANTI-A, B, D E CONTROLE DE RH
1. Materiais Necessarios

e Pipeta Pasteur;

e Estante de tubos;

e Tubo de ensaio 10 x 75 mm;

e Pipeta automatica de 50 uL e 100 uL;

e Ponteiras plasticas para pipeta automatica;

e Lamina de vidro;

e Crondmetro;

e Planilha do CQIl.

2.  Descricdo da técnica
2.1. Passo-a-passo
2.1.1. Reagentes:

2.1.1.1. Soro anti-A - Para avaliagdo da especificidade: 04 amostras de hemécias do grupo O e
pelo menos 01 amostra do grupo A de coleta recente (até 7 dias). Para a avaliacdo do
titulo/reatividade e avidez: hemécias de coleta recente A1, Az, A1B e A2B;

2.1.1.2. Soro anti-B - Para a avaliacdo da especificidade: 04 amostras de hemécias do grupo O e
pelo menos 01 amostra do grupo B de coleta recente (7 dias). Para avaliacdo do titulo/reatividade
e avidez: hem@cias de coleta recente B e A1B;

2.1.1.3. Soro anti-D - Para a avaliacdo da especificidade: 03 amostras do grupo O com Rh
positivo e 01 amostra do grupo O com Rh negativo. Heméacias de coleta recente (7 dias). Para a

avaliacdo do titulo/reatividade e avidez: hemacias de coleta recente O com Rh positivo;
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2.1.1.4. Controle de Rh - Para a avaliacdo de especificidade: 03 amostras do grupo O com Rh
positivo e 01 amostra do grupo O com Rh negativo. Hemécias de coleta recente (7 dias). Nao faz
avaliacdo do titulo/reatividade/score e avidez em lamina.

2.1.2. Especificidade:

2.1.2.1. Lavar previamente as hemécias correspondentes a serem utilizadas para cada reagente,

3 vezes em solucdo fisioldgica;

2.1.2.2. Preparar suspensdes de hemacias de 3 a 5% (susp. 5%: 19 gotas de salina + 1 gota de
hemécia) em solugdo fisiologica. As suspensdes deverdo ser preparadas no dia da analise;
2.1.2.3. Identificar os tubos para cada grupo de hemacias a serem utilizadas;

2.1.2.4. Adicionar 50uL (1 gota) do soro a ser testado (ou 100 uL, caso o fabricante
recomende) e 50uL das hemécias a 5% correspondentes;

2.1.2.5. Homogeneizar os tubos e centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm;

2.1.2.6. Ressuspender delicadamente o botéo, verificando a presenca ou ndo de aglutinagéo;
2.1.2.7. Anotar os resultados.

Nota: Observar a aderéncia do botdo ao tubo e a forma como as hemdcias se desprendem do
tubo, no momento de ressuspendé-las.

2.1.2.8. Interpretar os resultados:

e APROVADO:
o Para o soro anti-A: Devera apresentar reatividade com hemacias do grupo A e ndo

com hemécias do grupo O;

o Para o soro anti-B : Devera apresentar reatividade com hemacias do grupo B e ndo

com hemaécias do grupo O;

o Para o soro anti-D: Devera apresentar reatividade com hemacias de Rh positivo e ndo

reatividade com hemécias Rh negativo;
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o Paracontrole de Rh: Devera apresentar ndo reatividade com hemécias de Rh positivo

e negativo;
¢ REPROVADO: O soro deveré ser reprovado se produzir hemolise, falso positivo e/ ou

falso negativo com as hemaécias teste. Todo teste desfavoravel devera ser confirmado
com outras heméacias de mesmo tipo, antes da liberacdo do laudo final.

2.1.3. Titulo/Reatividade/Score:

2.1.3.1. Lavar previamente as hemaécias correspondentes a serem utilizadas para cada reagente, 3
vezes em solucdo fisioldgica;

2.1.3.2. Preparar suspensdes de hemacias de 3 a 5% em solucdo fisiologica. As suspensdes
deverdo ser preparadas no dia da analise;

2.1.3.3. Identificar 04 baterias de 12 tubos (uma para cada tipo de hemécia) de 1:1 até 1:2048;
2.1.3.4. Adicionar 100 uL de solugdo fisioldgica nos tubos 1:2 até o tubo 1: 2048;

2.1.3.5. Em seguida adicionar 100 uL do soro a ser testado no tubo 1:1 e no tubo 1:2;

2.1.3.6. Cuidadosamente transferir 100 uL do tubo 1:2 para o tubo 1:4;

2.1.3.7. Homogeneizar e repetir o procedimento do tubo 1:4 até o tubo 1:2048;

2.1.3.8. Adicionar 100 uL da suspensdo de hemacias correspondente a cada tubo de cada série;
2.1.3.9. Homogeneizar todos os tubos e centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm;
2.1.3.10.Ressuspender delicadamente o botdo formado em cada tubo e anotar a intensidade de
aglutinacdo de cada um.

Nota 1: Verificar a presenca ou auséncia de aglutinacéo e hemolise.

Nota 2: Observar a aderéncia do botdo ao tubo e a forma que as hemécias se desprendem do
tubo, no momento de ressuspendé-las.



2.1.3.11. Interpretar os resultados:

O titulo serd a maior diluicdo onde se obteve a reacdo de 1+. Neste teste também se avalia
a reatividade do reagente ndo diluido (tubo 1:1). O score sera a soma dos valores matematico

pré-determinados para cada diluicdo baseado na intensidade de cada uma delas (consultar tabela

de score).
N* DE PONTOS DESCRICAO DO N° DE CRUZES
CRUZES
4+ 12 Aglutinado solido
3+ 10 Botdo Separa em Alguns Agregados
2+ 8 Mistura de agregados (grandes e pequenos)
1+ 5 Aglutinados pequenos e fundo réseo

Fonte: Adaptado do Manual do Fabricante do Reagente em Uso.

Tabela Utilizada para Determinacéo do Score

e APROVADO:

o Soro anti-A: Com hemacias A; reatividade de pelo menos 3+, titulo minimo de 256 e
score 72. Com hemacias A reatividade de pelo menos 2+, titulo minimo de 128 e
score 60. Com heméacias A1B reatividade de pelo menos de 3+, titulo minimo de 128
e score 60. Com hemécias A2B reatividade de pelo menos 2+, titulo minimo de 64 e
score 52.

o Soro anti-B: Com hemacias B e A:B reatividade pelo menos de 3+, titulo minimo de
256 e score 72.

o Soro anti-D: Com hemacias Rh (+) reatividade pelo menos de 3+, titulo minimo de

32. Nao é calculado o score.
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e REPROVADO: Devera ser reprovado 0s soros que apresentarem reatividade, titulo e

score abaixo dos valores indicados acima.

2.1.4. Avidez:
2.1.4.1. Lavar previamente as hemacias correspondentes 3 vezes em solucao fisiologica;

2.1.4.2. Preparar suspensdo de hemécias a 10% (para os soros: anti-A e anti-B) ou suspenséo de
hemécias 40 — 50% (para o anti-D) em solucdo fisioldgica. As suspensdes deverdo ser preparadas

no dia do uso;

2.1.4.3. Colocar em uma lamina de vidro 50 uL (1 gota) da suspensdo de hemécias a 10% ou 40

—50% e 50 ul do soro a ser testado, separadas em aproximadamente 01 cm;

2.1.4.4. Misturar os globulos e o soro, com o auxilio de um bastdo de vidro, espalhando a
mistura em uma area de aproximadamente 2x2 cm. Acionar o crondmetro imediatamente no

momento da mistura;

2.1.4.5. Movimentar a ld&mina de modo que o reagente permaneca em constante contato com as
hemécias;

2.1.4.6. Anotar o tempo de inicio da reag&o;

2.1.4.7. Observar o desenvolvimento da aglutinagéo durante 02 minutos;

2.1.4.8. Anotar os resultados.

Nota 1: Suspensdo de hemécias a 10% (18 gotas de salina + 2 gotas hemacias lavadas);

Nota 2: Suspensdo de hemécias a 40 — 50% (6 gotas de salina + 4 gotas de hemécias lavadas).

2.1.4.9. Interpretacéo:

A avidez é determinada pelo tempo de inicio de reacdo. Quanto maior a
complementaridade do anticorpo ao antigeno, maior a afinidade e, portanto, mais rapido se da a
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reacdo. O tempo de inicio da reacdo deve ser igual ou menor que o especificado.

e APROVADO:

o Soro anti- A: Com as hemécias Az inicio da reacdo ao maximo em 15 segundos. Com
as hemécias Az e A1B inicio da reacdo no maximo em 30 segundos. Com as hemécias
A2B inicio da reacdo no maximo 45 segundos;

o Soro anti-B: Com hemécias B e A:B inicio da reagdo no maximo em 15 segundos;

o Soro anti- D: Com hemécias Rh (+) inicio da reacdo no maximo em 30 segundos;

e REPROVADO: Deverdo ser reprovados 0s soros que apresentarem, mesmo apos reteste
com outras hemécias de mesmo tipo sanguineo, tempo de inicio de reacdo acima do

especificado.

2.2. Recomendaces

2.2.1. Os reagentes devem ser armazenados de acordo com as instrucdes do fabricante, devendo
ser evitado, a0 maximo, a permanéncia do reagente fora das temperaturas indicadas para seu

armazenamento;

2.2.2. O Servico de Hemoterapia deve realizar o controle de qualidade em cada lote
imediatamente ou até 48 horas quando recebidos na Unidade Transfusional para comprovar que
0s reagentes estdo dentro dos padrbes estabelecidos e que ndo foram alteradas durante o
transporte;

2.2.3. Os resultados dos controles devem ser para acompanhamento do desempenho do produto

devem ser estabelecidas medidas corretivas quando forem detectadas anormalidades.

2.3.  Ac0Oes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Repetir 0 teste ou controle de qualidade. Caso continue com resultado de ndo

conformidade, registrar medidas corretivas estabelecidas na Imunohematologia;
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2.3.2. Solicitar eventual devolucdo e substituicdo do produto com o objetivo de solucionar o
problema junto ao fornecedor.

3. Mapeamento

Né&o se aplica
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VI. POP-VALIDACAO DO DIACEL I E I1 (0,8%)
1. Materiais Necessarios

o Cartdes Liss/Coombs;

e ID- Diluente 2 (Liss);

e Hemacias testes | e II;

e Pipeta Graduada;

e Planilha do CQI.

2. Descricao da técnica
2.1. Passo-a-passo

2.1.1. Realizar a inspecdo visual do reagente e verificar a auséncia de hemolise, turvagdo do

liquido sobrenadante ou escurecimento das hemacias;

2.1.2. Realizar a pesquisa de Anticorpo Irregular (PAI) — em Liss/Coombs pelo método de gel

de centrifugacéo;

OBS.: Realizar a técnica de pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) utilizando aliquotas das
amostras com resultado de PAI positivo e negativo; colocar os diluentes e amostras a
temperatura ambiente por 10 minutos; identificar a amostra no cartdo (4 microtubos | e Il (soro
de PAI positivo) | e Il ( soro de PAI negativo); colocar um gota (50 pl) das hemaécias testes | e 11
nos respectivos microtubos; adicionar 25 pl de soro ou plasma ao microtubos | e I1; incubar por
15 minutos a 37° C; centrifugar por 10 minutos e ler.

2.1.3. Interpretar os resultados:

e APROVADQO: Presenca de aglutinacdo nos microtubos | e/ou Il, no teste Liss-Coombs
pelo método de gel de centrifugagdo com amostra PAI positivo e ndo reatividade com
PAI negativo;
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e REPROVADO: Devera ser reprovado no teste de solugdo de Liss-Coombs pelo método
de gel de centrifugagéo a néo reatividade da amostra com PAI positivo.

2.1.4. Teste de Coombs direto:
2.4.1.1 Identificar as colunas de gel de centrifugacdon®1 e 2;

2.4.1.2 Colocar 25 gotas do Diacell I no tubo 1 e Diacell Il no tubo 2;
2.4.1.3 Centrifugar por 1 minuto;

2.4.1.4 Observar hemdlise nos tubos 1 e 2;

2.4.1.5 Preparar suspensdo no tubo 1 e 2;

2.4.1.6 Colocar 1000 pL do diluente 2;

2.4.1.7 Desprezar o sobrenadante e pipetar 12,5 puL do sangue;

2.4.1.8 Retirar 50 pL da suspensdo no tubo 1 e 2 e colocar respectivamente nas colunas | e Il do
gel de centrifugacao;

2.4.1.9 Centrifugar por 10 minutos;
2.4.1.10 Interpretar os resultados:
e APROVADO: Hemécias sedimentadas no fundo do microtubo (reacéo negativa).

e REPROVADO: Hemécias na superficie ou na extensdo de coluna de gel (reacéo
positiva);

2.2. Recomendactes

2.2.1. Os reagentes devem ser armazenados de acordo com as instrugcdes do fabricante, devendo
ser evitado, a0 maximo, a permanéncia do reagente fora das temperaturas indicadas para seu

armazenamento;

2.2.2. O Servico de Hemoterapia deve realizar o controle de qualidade em cada lote

imediatamente ou até 48 horas quando recebidos na Unidade Transfusional para comprovar que
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0s reagentes estdo dentro dos padrdes estabelecidos e que ndo foram alterados durante o

transporte;

2.2.3. Os resultados dos controles devem ser para acompanhamento do desempenho do produto

e devem ser estabelecidas medidas corretivas quando forem detectadas anormalidades.

2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade
2.3.1. Repetir o teste ou controle de qualidade. Caso continue com resultado de néao

conformidade, registrar as medidas corretivas estabelecidas na Imunohematologia;

2.3.2. Solicitar eventual devolugéo e substituicdo do produto com o objetivo de solucionar o

problema junto ao fornecedor.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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VII. POP - VALIDACAO DAS HEMACIAS A1E B

1.

2.1.

3-5%) com plasma “A”.

Nota: N&o deve ocorrer a formagédo de empilhamento (rouleaux).

Fonte: Adaptado do Manual do Fabricante do Reagente em Uso.

Materiais Necessarios
Pipeta Pasteur;

Estante de tubos;

Tubo de ensaio 10x75 mm;

Planilha do CQI.

Descrigdo da técnica
Passo-a-passo

v Poténcia: Intensidade de aglutinagdo

ESPECIFICACOES FREQUENCIA

Quadro 3

Testar hemacias “A” (suspensdo a 3 — 5%) com plasma “B” e hemécias “B” (suspensao a

Interpretar os resultados:

A intensidade minima de aglutinacdo obtida para validar o reagente das hemacias é de 2+



v Especificidade:

ESPECIFICACOES FREQUENCIA

Pode ser avaliada pela capacidade de o anticorpo reconhecer apenas seus antigenos

. A cada lote
eritrocitarios complementares.

Fonte: Adaptado do Manual do Fabricante do Reagente em Uso.
Inspecéo dos reagentes: Hemacias A e B

. Testar hemacias “A” e “B” (suspensdo a 3-5%) com plasma “AB”.
o Interpretagéo:
N&o devera haver aglutinacdo, visto que ndo ha anticorpo especifico para promové-la no
teste realizado.
Nota: Nao deve ocorrer a formacao de empilhamento (rouleaux).

OBS.: O formulério a ser preenchido sera 0 mesmo modelo utilizado para os anti-soros, com

excecao do preenchimento do titulo e da avidez em lamina.

2.2. Recomendaces

2.2.1. Armazenar os reagentes de acordo com as instrucdes do fabricante, devendo ser evitado,

ao maximo, a permanéncia do reagente fora das temperaturas indicadas para seu armazenamento;

2.2.2. Realizar o controle de qualidade em cada lote imediatamente ou até 48 horas quando
recebidos na Unidade Transfusional para comprovar que os reagentes estdo dentro dos padrbes
estabelecidos e que ndo foram alterados durante o transporte;

2.2.3. Estabelecer medidas corretivas quando forem detectadas anormalidades. Os resultados

dos controles devem ser para acompanhamento do desempenho do produto.
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2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade
2.3.1. Repetir o teste ou controle de qualidade. Caso continue com resultado de ndo

conformidade, registrar medidas corretivas estabelecidas na Imunohematologia;

2.3.2. Solicitar eventual devolucdo e substituicdo do produto a fim de solucionar o problema

junto ao fornecedor.

3. Mapeamento

N&o se aplica
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VIII. POP - VALIDAGCAO DO TRIACELL OU DO DIACELL I E 11 a3%

1. Materiais Necessarios

Materiais para Técnica de Pesquisa de Anticorpos Irrequlares:

e Solucdo salina isoténica — 0,9%;

e Solucéo de DialLiss;

e Tubos de hemdlise;

e Hemacias teste | e Il que sera validado;

e Hemaécias teste | e Il que foi validado anteriormente;

e Soro antiglobulina humana poliespecifico (Anti-Humano);

e Hemécias-teste sensibilizadas (Controle de Coombs).

Materiais para Técnica de Coombs Direto:

e Solucdo salina isoténica — 0,9%;

Tubos de hemdlise;

Hemacias teste | e Il que sera validado;

Soro antiglobulina humana monoespecifico e poliespecifico (Soro de Coombs e Anti-

humano);

Hem@cias-teste sensibilizadas (Controle de Coombs).

2. Descrigao da técnica
2.1. Passo-a-passo

2.1.1. Realizar a inspecgdo visual do reagente e verificar a auséncia de hemolise, turvacdo do
liquido sobrenadante ou escurecimento das hemécias;
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2.1.2. Teste para pesquisa de Anticorpo Irregular (PAI) pelo DialLiss;
2.1.3. Realizar a técnica de pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) utilizando aliquotas das
amostras com resultado de PAI positivo e negativo;

2.1.4. Numerar 4 tubos de hemolise | e I (soro de PAI positivo) | e Il (soro de PAI negativo);
2.1.5. Colocar em cada tubo 1 gota das hemécias — teste | e Il, respectivamente;

2.1.6. Colocar 2 gotas dos soros com PAI positivo e PAI negativo nos tubos correspondentes;
2.1.7. Acrescentar a cada tubo 4 gotas da solugdo do DiaLiss com pipeta Pasteur (N&o usar o
conta-gotas do reagente;

2.1.8. Homogeneizar e centrifugar a 3400 rpm;

2.1.9. Ressuspender suavemente a suspensdo de hemacias e observar a presenca de aglutinacao;
2.1.10. Incubar a 37°C por 5 minutos;

2.1.11. Lavar os tubos com salina 3 vezes, decantando bem na ultima lavagem;Adicionar 1 gota

do soro anti-humano em cada tubo;

2.1.12. Centrifugar e fazer a leitura.

- Interpretar os resultados:
e APROVADQO: Presenca de aglutinagdo nos tubos I e/ou Il com amostra de PAI positivo e

ndo reatividade com amostra de PAI negativo.

e REPROVADO: Néo reatividade com amostra de PAI positivo.

v' Teste de Coombs Direto:
1. Identificar os tubos a serem testados;
2. Colocar 12 a 15 gotas no Triacell 1 no tubo 1 e Triacell no tubo 2;

3. Lavar 3 vezes com salina as hemadcias teste Triacell | e 1l durante 1 minuto a 3400 rpm na

centrifuga;
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4. Observar hemdlise nos tubos 1 e 2;
5. Utilizar as hemacias lavadas do tubo 1 e 2 para o teste de Coombs direto;

6. Executar toda técnica do Coombs direto de acordo com o Procedimento Operacional
Padréo do Servico de Imunohematologia.
- Interpretar os resultados:

Os reagentes de glébulos vermelhos ndo devem apresentar TAD positivo, quando testado
com globulina anti-humana monoespecifica e poliespecifica:

Se aglutinacdo no tubo M e P: Resultado Positivo;
e Se aglutinacéo apenas no tubo M: Resultado Positivo;
e Se aglutinagdo apenas no tubo P: Resultado Positivo;

e Auséncia de aglutinacdo em ambos os tubos: Resultado Negativo.

2.2. Recomendac0es

2.2.1. Os reagentes devem ser armazenados de acordo com as instru¢des do fabricante, devendo
ser evitado, ao maximo, a permanéncia destes fora das temperaturas indicadas;

2.2.2. O Servigo de Hemoterapia deve realizar o controle de qualidade em cada lote
imediatamente ou até 48 horas quando recebidos na Unidade Transfusional para comprovar que
0s reagentes estdo dentro dos padrdes estabelecidos e que ndo foram alterados durante o

transporte;

2.2.3. Os resultados dos controles devem ser para acompanhamento do desempenho do produto

e devem ser estabelecidas medidas corretivas quando forem detectadas anormalidades.
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Acdes em caso de ndo conformidade

Repetir o controle de qualidade. Caso continue com resultado ndo conforme, proceder
com as medidas corretivas estabelecidas na Imunohematologia (preencher a ficha do
reagente relatando a ndo conformidade e solicitar a devolucéo e troca do produto).

Mapeamento

Né&o se aplica
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IX. POP - VALIDACAO DO SORO ANTI-HUMANO

1. Materiais Necessarios

o Pipeta Pasteur;

o Estante de metal,

. Tubo de hemdlise;

o Pipeta automatica de 100 uL;

o Ponteira plastica para pipeta automatica;

) Planilha do CQI.

2. Descrigdo da técnica
2.1. Passo-a-passo:

2.1.1. Para o soro de Coombs (Monoespecifico):

2.1.1.1. Lavar as hemécias de doador de qualquer grupo sanguineo Rh positivo, 3 vezes em

solucéo fisioldgica;

2.1.1.2. Preparar em tubo de hemolise 100 uL de soro anti-D + 100 uL das hemacias lavadas e

incubar no banho maria a 37°C por 1 hora;

2.1.1.3. ApoOs retirar do banho maria realizar as diluigdes;
2.1.1.4. ldentificar os 12 tubos identificados de 1:1 até 1:2408;
2.1.1.5. Adicionar 100 uL solucéo fisiologica nos tubos 1:2 ateé o tubo 1:2408;

2.1.1.6. Em seguida adicionar 100 uL (soro anti-D + hemacias lavadas a 37° C por 1 hora) no
tubo 1:1 a e no tubo 1:2;

2.1.1.7. Cuidadosamente transferir 100 uL do tubo 1:2 para o tubo 1:4;

2.1.1.8. Homogeneizar e repetir o procedimento do tubo 1:4 ateé o tubo 1:2408;



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

2.1.1.9. Lavar 3 vezes com salina os tubos, decantando o sobrenadante por inversao, apés cada

lavagem;

2.1.1.10.Ressuspender o botdo de hemacias formado a cada adi¢cdo de salina. Apos a Ultima
lavagem decanta-se totalmente o sobrenadante por inversdao com papel absorvente;
2.1.1.11.Enxugar a borda dos tubos invertido com papel absorvente;

2.1.1.12.Adicionar aos tubos o soro de Coombs (Monoespecifico).

2.1.2. Para o soro de Anti-Humano (Poliespecifico):

2.1.2.1. Lavar as hemacias de doador de qualquer grupo sanguineo Rh positivo, 3 vezes em
solucdo fisioldgica;

2.1.2.2. Preparar em tubo de hemolise 100 uL de soro anti-D + 100 uL das hemacias lavadas e
incubar no banho maria a 37°C por 1 hora;

2.1.2.3. Apos retirar do banho maria realizar as diluigdes;

2.1.2.4. Identificar os 12 tubos identificados de 1:1 até 1:2408;

2.1.2.5. Adicionar 100 uL solucdo fisiologica nos tubos 1:2 até o tubo 1:2408;

2.1.2.6. Em seguida adicionar 100 uL (soro anti-D + hemaécias lavadas a 37° C por 1 hora) no
tubo 1:1 a e no tubo 1:2;

2.1.2.7. Cuidadosamente transferir 100 uL do tubo 1:2 para o tubo 1:4;

2.1.2.8. Homogeneizar e repetir o procedimento do tubo 1:4 até o tubo 1:2408;

2.1.2.9. Lavar trés vezes com salina os tubos, decantando o sobrenadante por inversdo, apos

cada lavagem;

2.1.2.10.Ressuspender o botdo de hemacias formado a cada adicdo de salina. Apds a Ultima

lavagem decanta-se totalmente o sobrenadante por inversdao com papel absorvente;

2.1.2.11.Enxugar a borda dos tubos invertido com papel absorvente;

2.1.2.12.Adicionar aos tubos o soro de anti-humano (Poliespecifico).
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2.1.2.13. Interpretar os resultados:

e APROVADO:
o Soro de Coombs (Monoespecifico): Reatividade de pelo menos 3+ e titulo minimo de

128.

o Soro de Anti-humano (Poliespecifico): Reatividade de pelo menos 3+ e titulo minimo
de 128.

e REPROVADO: Deverdo ser reprovados os soros NAO reativos ou com titulo abaixo dos

valores indicados acima.

2.2. Recomendactes
2.2.1. Armazenar os reagentes de acordo com as instrugdes do fabricante, devendo ser evitado,

ao maximo, a permanéncia do reagente fora das temperaturas indicadas para seu armazenamento;

2.2.2. O Servico de Hemoterapia deve realizar o controle de qualidade em cada lote
imediatamente ou até 48 horas quando recebidos na Unidade Transfusional para comprovar que
0s reagentes estdo dentro dos padrdes estabelecidos e que ndo foram alterados durante o

transporte;

2.2.3. Os resultados dos controles devem ser para acompanhamento do desempenho do produto
e devem ser estabelecidas medidas corretivas quando forem detectadas anormalidades.

2.3.  Agbes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Repetir o teste ou controle de qualidade. Caso continue com resultado de néo
conformidade, registrar medidas corretivas estabelecidas na Imunohematologia;

2.3.2. Solicitar eventual devolucéo e substituicdo do produto a fim de solucionar o problema

junto ao fornecedor.

3. Mapeamento

Né&o se aplica
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