EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

Procedimento

Operacional Padrao

POP/UTRANSF.IMU.TIH/T001/2018
Testes Imunohematoldgicos
Versao 4.0

Unidade Transfusional
/ Imunohematologia



EBSERH

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Procedimento Operacional

Padrao

POP/UTRANSF.IMU.TIH/T001/2018

Testes Imunohematologicos

Versao 4.0



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

® 2018, Ebserh. Todos os direitos reservados
Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares — Ebserh
www.ebserh.gov.br

Material produzido pela Unidade Transfusional do Hupaa-Ufal/Ebserh
Permitida a reproducdo parcial ou total, desde que indicada a fonte e sem fins comerciais.

Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares — Ministério da Educacéao

POP: Testes Imunohematoldgicos - UTRANSF - Unidade Transfusional —
Maceid: Hupaa - Hospital Universitario Professor Alberto Antunes, 2018. 55p.

Palavras chave: 1 — Doagdo de Sangue; 2 — Hemoterapia; 3 — Imunchematologia;
4 —POP.




EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes — Filial Ebserh
Av. Lourival Melo Mota, S/N / Cid. Universitéaria / CEP: 38072-900 / Maceié — AL
Telefone: (82) 3382 - 3800 /www.ebserh.gov.br/web/hupaa-ufal

ROSSIELI SOARES DA SILVA
Ministro de Estado da Educacgéo

KLEBER DE MELO MORAIS
Presidente da Empresa Brasileira de Servi¢os Hospitalares

REGINA MARIA DOS SANTOS
Superintendente do Hupaa-Ufal/Ebserh

MANOEL ALVARO DE FREITAS LINS NETO
Gerente de Atencéo a Saude do Hupaa-Ufal/Ebserh

SANDRA MARY VASCONCELOS DE LIMA
Gerente de Ensino e Pesquisa do Hupaa-Ufal/Ebserh

VALDENIZE DE LIMA PEIXOTO
Gerente Administrativo do Hupaa-Ufal/Ebserh

EXPEDIENTE

LUCIANA DE ANDRADE PEREIRA - Chefe da Unidade Transfusional
Coordenacéo

Unidade Transfusional
Producao

Unidade de Planejamento
Apoio



HISTORICO DE REVISOES

Verséo Descricao Gestor do POP

Autor / Responsavel por

alteractes

28/01/2013

17/04/2014

17/07/2015

23/05/2018

Estabelece procedimento
1.0 para Testes Djana Bréda
Imunohematolégicos

2.0 Revisdo Textual Djana Bréda

Revisdo Textual e adequagéo

A ao novo modelo de POP

Djana Bréda

Revisdo Textual e adequacédo

s ao novo modelo de POP

Djana Bréda

Cinthya P. L. Costa de
Araljo

Cinthya P. L. Costa de

Aradjo

Walkiria de Aradjo Souza

Walkiria de Aradjo Souza



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

SUMARIO

OBUIETIVO .ottt ettt b ettt b et s e be st et e se et et eseebe st et e ne b et e e e 10
DOCUMENTOS RELACIONADOS ..ottt ene s ssens 10
GLOSSARIO ...ttt 10
APLICACAOD ...ttt s ettt 10
LISTA DE FIGURAS. ... ..ottt sttt sttt ettt e et st e st eneabesnennas 11
INFORMAGOES GERAIS ......oooiveeeteeee ettt n st 12
I. POP-COOMBS DIRETO PELA TECNICA DE GEL ....coovoeeveeeeeceeeeeeeeeeeeenien, 13
1. MaLeri@iS NECESSAMIOS .....euvereiteiererietesiateste e st ettt be st et sesbe e e sesbe st e e ebesbe s ereaseste e s 13
P B S ol o ol (<o) o USRS 13
2.1, PASSO @ PASSO ...veuveetteesieeeiteestee sttt et et e sh ettt h et e b ettt nbe e b e e bt e enb e e nae e e beenrreennean 13
2.2. RECOMENUACOES ... eveeveeiiesieie sttt sttt ettt b et s et te st e st besbeebeeneeseebeneesbenne s 14
2.3. Agbes em caso de N0 CONTOrMIAAR .......cuovveriiriiiiieiee e 14
B Y, - To == T 0 [T (o S PO UP PR 14
II.  POP-COOMBSDIRETO EM TUBO .....ocotiiiiiiiceere e 15
1. IMALEITAIS NECESSAITOS ..eveevierierieie it ste st e ettt sttt s e et et sbe s be st e bt e b e st et e et b e 15
2. DESCrIGAD AA TECINICA ... eviivieiieiieieie ettt ettt b e b bbb et ennesbe st 15
2.1, PASS0O 8 PASSO ...eeeuteeieeaitieitee sttt ettt b bbb e bt b e b e et e n b e e nhe e be e nbreeneas 15
2.2, RECOMENAACHES ... .cveeeeiiieieeieeie sttt ee ettt ee st e st et e e steeseesreesteaneesneesraeneaneens 16
2.3.  Ac0es em caso de nd0 conformidade ...........ccocvieriiiiieiiiinee s 16
3. MAPEAIMENTO ...ttt b et he e e e Re e b e nnr e n e nnee 16
I1l.  POP - COOMBS DIRETO MONOESPECIFICO (SCREENING) ......cccccoveveunne. 17
1. MALeri@iS NECESSAIIOS ... .cueetetireeieitetes et see ettt sttt a ettt be st e st be e et b e ebe e eneaneseenens 17
2. DESCIIGAD A TECIICA ... ..ttt ettt 17
2.1, PASS0 @ PASSO ....eeuteeutiieitie sttt ettt ettt h ettt e R e e e e b et e nae e neennreenrean 17
2.2, RECOMENUACHES ... .cueeeeieieieeie ettt e te et este e e s reesteeseesreesteaneesneenraenenneeas 18
2.3.  Ac0Oes em caso de N0 CONTOrMIdAde ........ccveieeiieieiiereee e 19
3. MAPEAMENTO ...t 19

IV. POP-DETERMINACAO DOS FENOTIPOS RH E KELL EM GEL (CARTAO
MMONOCLONAL) ...ttt sttt ettt et e et e st e e s e e be st e e ereeae st aneabenneneas 20
1. MaLeri@iS NECESSAIIOS ... cueeveeerieieeieiteriete sttt s ettt ettt s et e et ebe e e e s e sbe e eneasesee e e 20



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

2. DESCIIGAD (A TECIMICA ... vttt ettt bbbt nreneas
2.1, PASS0 @ PASSO ...vveiutieiieestieitiesteesteeata et e e ettt nr et e e E et e raeabaenrreares 20
2.2, RECOMENUACHES ... .cveeieiieeieeie ettt e e a e s re e s beetesneesreenneanaens 21
2.3.  Ac0Oes em caso de Nd0 coNfOrmMidade ...........cooeiiiiiiiinieeee e 22
3. IMAPEAMENTO ...t 22
V. POP-FENOTIPAGEM DO ANTIGENO JKa PELA TECNICA DE GEL.............. 23
1. MaLeri@iS NECESSAMIOS ... euvereiteiereeiestesiateste e ste et sttt st et e se bt eseebe st e e eresbe s ereebeseeneans 23
2. DESCrICAD AA TECNICA ... .cveivieiieiieicie ettt sttt ettt sre st e besbeereese e e e snestesreas 23
2.1, PSSO @ PASSO ...ttt 23
2.2, RECOMENAACHES ... .ceieueeeiieiteetie ettt ettt s e s teeseeereesteaneesneesreeeenreens 24
2.3.  AcOes em caso de Nd0 confOrmidade .........cccoveieiiiinieieiee e 24
T |V F-To1== T 4 1= (o ISR RP R 24
VI. POP-PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS OU AUTO CONTROLE EM GEL .25
1. MALeri@iS NECESSAIOS ... .cueetetereeieiteter ettt sttt sttt se ettt ettt sb e bt n e b b e e 25
2. DESCrIGAD A8 TECINMICA ... eviitieiieiieie ettt sttt esaesbe b 25
2.1, PASSO @ PASSO ...vvieiuviieiiiieeitieeesite et e et e e e e e e nree e 25
2.2, RECOMENAACHES ... cvieueeiiieieeiecee sttt ettt esteesee s e nteaneesneesreeeenneens 26
2.3.  Ac0Oes em caso de NE0 CONTOrMIAUE ........eevviieiieie e 26
3. MAPEAIMENTO ...ttt ettt b e e e e e n e b e nan e n e e 26
VII. POP - TITULACAO DE ANTICORPOS EM GEL ....oovevieeeeieeeeeerereeeesesen s 27
1. MALeri@iS NECESSAIIOS ... .cueeveeireeieitete ettt see et e ettt b et a e be st e st be e e et e ebe e eneeneseenens 27
N B S o o (ol (<ol o USSR 27
2.1, PASS0O @ PASSO ....eeuteetiieitie ittt ettt h e e e e bt e nr e e nne e be e nr e rean 27
2.2, RECOMENUAGCHES ... vttt bbbttt 28
2.3.  Ac0Oes em caso de N0 CONTOrMIdade ........ccvvveeiieieiieie e 28
B Y, - To == T 0 [T (o S TSP 28
VIII.  POP - BLOQUEIO COM ANTI-IGG. ...ttt 29
I V=T g B T g Lo Tor T T o SRS 29
N B TS ol o (oI (<ol o SRRSO 29
2.1, PASS0 @ PASSO ...veeutieiieaitieitieate et e e ta et et e sttt ae e e bttt e e Rt et e et e et e e naeeabeenreeenreas 29
2.2, RECOMENUAGHES ... .cuevieeieeiiiteiete ettt ettt ne et 30



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

2.3.  AcOes em caso de Nd0 coNfOrmMIdade ..........ccooeviiiiiiieieeee e

O T Y/ - 1o 1= T 1110 (o SRRSO 30

IX. POP-PESQUISA DO ANTI-CDE EM TUBO .....cccoociiieiiiieiseserieese e, 31

1. MALEriaiS NECESSAIIOS . cuveuierieieieitesiesteete et ete et st e te s te st e teese e e e e stestesaeebeasaeneeneeneeeeneesre e 31

2. DESCIIGAD (A tECIMICA ... .ttt ettt b et 31

2.1, PASS0 @ PASSO ...vveiutieieeirtieitiesie et e e et e et e et re et e bt et e e nreeabeennreares 31

2.2, RECOMENAACHES ... .cveeeiiiieie ettt e s te e s e e nbeetesneesreenneaneens 31

2.3.  AcOes em caso de N0 coNfOrmidade .........ccevvevieiiiicie e 32

3. IMAPEAMENTO ...ttt 32

X.  POP-PESQUISA DE HEMOLISINA ANTI-AE ANTI-B...ccooiiiiieeieeece 33

1. MALEITAIS NECESSAIIOS .eueevierierieteite st ste sttt e ettt b et re e e b b be st e bt e b e e et e nne st b e 33

2. DESCrIGAD AA TECIMICA ... eiviitieiieiieie ettt ettt b e bbb be e e e nnesbe b 33

2.1, PASS0 8 PASSO .. eeeiteeiieaitiestee sttt et ettt ettt h e b e bt be e b e e bt e an b e nhe e beenbreenteas 33

2.2, RECOMENAACHES ... cvieueeiiieieeiecee sttt ettt esteesee s e nteaneesneesreeeenneens 33

2.3.  AcOes em caso de Nd0 conformidade .........cccoveieiiiiniiieie e 34

I T |V F-ToT== T 41T o (o SRR 34

Xl.  POP - PESQUISA DE AUTO ANTICORPOS A QUENTE EM TUBO .................... 35

1. MALeri@iS NECESSAIIOS ... .cueitetereeieitetesiete sttt sttt sttt b bt be sttt se et e bt e b b ne e 35

2. DESCIIGAD A TECIMICA ... ..ttt ettt b e 35

2.1, PASS0 @ PASSO ....eeuteeuieeaitie sttt ettt ettt h b e e ke et enne e b e e nnreenreas 35

2.2, RECOMENAACHES ... .cveeeeiiieieeieeie sttt ee ettt ee st e st et e e steeseesreesteaneesneesraeneaneens 37

2.3.  Ac0Oes em caso de NE0 CONTOrMIdAUe ........ccveveeiieieiiece e 37

3. MAPEAIMENTO ...ttt sttt he e b e b e e e Rn e b e nan e n e nnes 37
XIl. POP - TITULACAO DE ANTICORPOS IRREGULARES (ALBUMINA —

COOMBS) EM TUBO ..ottt sttt sttt bbb e 38

1. MALeri@iS NECESSAIOS ... .cueevetereeieiteteseeteete ettt sttt s e be e e st ebe e e et eebe e eneeneeee e e 38

2. DESCIIGAD A TECIICA ... ..ttt ettt 38

2.1, PASS0 @ PASSO ...ttt 38

2.2, RECOMENUACHES ... ...uieeeiieeiieeieeee sttt e e e e s e ettt e ste et e s esteesaesreesteeneesneesraeneeaneens 39

2.3.  Ac0Oes em caso de N0 CONTOrMIdAUe ........ccveveeiveie e 39

3. MAPEAMENTO ...t 39



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

XIIl.  POP - PESQUISA DE SUBGRUPO A2 OU AzB ..ot
1. Materi@iS NECESSANIOS ... cuveveveiereiieitesiete st riere ettt st sttt et e b e bt eseenesee e e 40
N B Lo o (ol (<ol o7 SRR USPRRSN 40

2.1, PASS0 8 PASSO ...ttt 40
2.2, RECOMENUAGOES ... ...eeuiirieieitiite sttt b bbbt e e e b b e 41
2.3.  AcOes em caso de N0 CoNFOrMIdade ........cccveveeiieeieiieie e 41
O T Y/ - Lo == T 1110 (o SRR 41

XIV.  POP - DISCREPANCIA ABO .......coooiieeiesieiereeieeeses e s ses s ss s senasnens 42
1. MALEriaiS INECESSAIIOS ...vvevverierietesiesiesieeteeseestetestestestestesseereesaese et e ssestestesbeasaeseeneeneeneeneeare e 42
P B S o o ol (< o]0 o USRS 42

2.1, PASS0O @ PASSO ...vvieiutiieiiiieeiiieestee ettt e e a e e e e nbee e 42
2.2, RECOMENUAGHES ... .cuveuieiiieiiesie ettt sttt bbbt b e s e st e e ntesbe st 44
2.3.  Ac0Oes em caso de NE0 CONTOrMIAUE ........ccveiieiieie e 44
3. MAPRAIMENTO ...ttt a e bbb et e e s be e et e e hb e be e nan e beennee 44

XV. POP - DISCREPANCIA RH .....ooviiiiiveeeesteesee e ese s s s ssnessessssen s 45
1. MALErTaiS INBCESSAIIOS ...uevvevierieieiteste sttt esee et et ste bbbt se e et et st sbe st e b e e s et e e e b e 45
P B S o o oI (<ol o USRS SSRN 45

2.1, PASS0 8 PASSO .. eeeiteeiieaitiestee sttt et ettt ettt h e b e bt be e b e e bt e an b e nhe e beenbreenteas 45
2.2, RECOMENUAGCHES ... vttt bbbttt 46
2.3.  Ac0es em caso de nd0 conformidade ...........ccocviereiiiiiiiiiec s 46
3. MAPEAIMENTO ...ttt ettt et e s e et e Re e et e e s re e et e e Re e e be e nneeebeennes 46

XVI.  POP - ELUICAO ACIDA DE ANTICORPOS (DIACIDEL) ......cccoevvvererererernnan, 47
1. MALErTaIS INECESSANIOS ....vvvevierieteite it st eteeseesee et ettt e st e b e sbesbesbe st e s beere e s et eneeneesbe e 47
2. DESCIIGAD A TECIMICA ... ..ttt ettt b e 47

2.1, PASS0 8 PASSO .. veetteeiieaiteeitee et e st ettt h et e bttt nhe et e e nbe e en b e e naeeabeenneeenrean 47

2.2, RECOMENUACHES ... .c.veeueeiieeiieeie ettt ettt se et e et esteesaeereesteaneesneesraeeeaneens 49

2.3.  Ac0es em caso de nd0 conformidade ...........ccocviereiiiiiiiiiec s 50

3. MAPEAMENTO ...t 50
XVIl. POP - TESTE DE SOLUBILIDADE .......coccooiiiiiiint e 51
1. Materi@iS NECESSANIOS ... cuveveverieiieteiteieie ettt sttt sttt sttt ne b e e e 51

2. DEBSCIIGAD ...ttt ettt b bbb bbb e b bt h bbb n e nn 51



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

2.1, PASS0 @ PASSO ...ttt
2.2, RECOMENAACHES ... .cveeeiiiieie ettt e s te e s e e nbeetesneesreenneaneens 52
2.3.  AcOes em caso de N0 coNFOrMIdade .........ccveveeiieieiieie e 53
3. IMAPEAMENTO ...ttt 53
REFERENCIAIS TEORICOS ..ottt isses s n s sn s seneas s ssnenen 54



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

OBJETIVO

Estabelecer os procedimentos para realizacdo das técnicas de imunohematologia de acordo com

0 manual do fabricante dos respectivos reagentes.

DOCUMENTOS RELACIONADOS

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

hemoterapicos

GLOSSARIO
BPL - Boas Praticas de Laboratorio
CQI - Controle de Qualidade Interno
DHRN — Doenca Hemolitica do Recém-nascido
Ebserh — Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares
EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid ou acido etilenodiamino tetra-acético
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 FIGURAS

Figura 1 — Fluxograma de teste com Anti-CDE
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INFORMAGCOES 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 pré-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 socializacdo do conhecimento das técnicas realizadas na
organizacédo hospitalar conforme os padrées estabelecidos pelas legislacdes 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 158 de
04 de fevereiro de 2016, a fim de orientar os funcionarios do setor na execugdo dos testes

imunohematoldgicos.
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l. POP - COOMBS DIRETO PELA TECNICA DE GEL
1. Materiais necessarios

e D cartdo LISS/COOMBS;

e ID Diluente 2 (LISS);

e Pipeta graduada;

e Ponteiras;

e Amostra de sangue com anticoagulante (EDTA ou CITRATO);

e Tubos para preparacdo das amostras;

e Centrifuga.

2. Descrigdo da técnica

2.1. Passo a passo

2.1.1. Colocar o ID — Diluente 2 e as amostras em temperatura ambiente;

2.1.2. Escrever o nome ou nimero da amostra no cartao;

2.1.3. Centrifugar a amostra a ser testada;

2.1.4. Colocar em um tubo de hemélise 1000 pl do diluente 2;

2.1.5. Acrescentar a este tubo 12,5 ul do sedimento de hemécia da amostra centrifugada;
2.1.6. Homogeneizar;

2.1.7. Pipetar 50 pl desta solugdo no microtubo identificado;

2.1.8. Centrifugar e ler.

- Reacdo Positiva:

v' Presenca de aloanticorpos (Paciente aloimunizado — Reagdo Hemolitica Pds
Transfusional);
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v’ Presenca de auto-anticorpos (Anemia Hemolitica Auto-imune);

v" DHRN.

2.2. Recomendagdes

2.2.1. Realizar o teste 0 mais breve possivel (ideal até 03 (trés) horas apos a coleta da amostra);
2.2.2. SO utilizar os reagentes e cartdes apos aprovados no CQl;

2.2.3. Verificar a validade dos reagentes;

2.2.4. Certificar que os cartdes foram centrifugados antes de serem colocados na rotina;

2.2.5. Nao utilizar cartdes com o lacre de aluminio danificado ou com sinais de ressecamento.

2.3. Agdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, rever as etapas do procedimento operacional
padréo.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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1. POP - COOMBS DIRETO EM TUBO
1. Materiais necessarios
e Amostra de sangue com anticoagulante;
e Tubos de hemolise;
e Papel absorvente ou gaze;
e Solucéo salina — 0,9%);
e Soro antiglobulina humana monoespecifico e poliespecifico (Soro Anti-humano e Soro

de Coombs);

e Hemaécias - teste sensibilizadas (Controle de Coombs).

2. Descricao da técnica

2.1. Passo a passo

2.1.1 Lavar 3 vezes com salina, 10 gotas de concentrado de hemacias a testar (se for sangue de
corddo umbilical lavar 6 vezes), em tubo devidamente identificado;

2.1.2. Preparar uma suspensdo a 5% das hem@cias lavadas, identificando-a;

2.1.3. Identificar 2 tubos de hemolise: monoespecifico (M) e poliespecifico (P), com nome e
registro do paciente;

2.1.4. Colocar nos 02 (dois) tubos, 01 (uma) gota de suspensdo de hemécias a testar;

2.1.5. Lavar esta “gota’’ contida nos tubos M e P, uma vez com salina;

2.1.6. Decantar completamente o sobrenadante, por inversdo, enxugando a borda dos tubos com

papel absorvente;

2.1.7. Adicionar ao tubo M, 02 (duas) gotas de soro antiglobulina monoespecifico (Soro de
Coombs) e ao tubo P, 2 gotas de soro antiglobulina poliespecifico (Soro Anti-humano);
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2.1.8. Homogeneizar e centrifugar os tubos por 15 segundos a 3400 rpm;

2.1.9. Ressuspender delicadamente o botdo de hemacias formado e verificar a presenca de

aglutinacdo, com ajuda de uma lupa.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.3.

2.3.1.

Resultados Esperados:

Se aglutinacéo no tubo M e P = RESULTADO POSITIVO;

¢}

¢}

Se aglutinacdo apenas no tubo M = RESULTADO POSITIVO;

Se aglutinacéo apenas no tubo P = RESULTADO POSITIVO;

¢}

o Auséncia de aglutinacdo em ambos os tubos = RESULTADO NEGATIVO.

Se Resultado Negativo:

o Adicionar os testes negativos 01 (uma) gota de hemécias sensibilizadas (Controle de
Coombs);

o Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm e ler;

o O resultado com as hemacias sensibilizadas (controcel) deve ser positiva, caso
contrario, repetir o teste.

Recomendacdes

Usar amostra com anticoagulante;

Usar o controcel nos testes negativos;

Realizar o teste no maximo 03 (trés) horas apds colhido a amostra.

Acdes em caso de ndo conformidade

No caso de um resultado ndo conforme, repetir o teste e, se necessario, coletar uma nova

amostra.

3.

Mapeamento

N&o se aplica.
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esta ligado as hemaécias tais como IgA — 1gG — IgM — C3c e C3d.

2.1.

2.1.2.

POP - COOMBS DIRETO MONOESPECIFICO (SCREENING)

Materiais necessarios

ID — Diluente 2;

Cart0es Dc — Screeningl,
Tubos;

Pipeta calibrada;
Centrifuga;

Amostras com citrato ou EDTA ou CPD-A.

Descrigdo da técnica

A técnica tem por objetivo diferenciar a classe da imunoglobulina e/ou complemento que

Passo a passo

N&o é necessério lavar as hemacias antes da preparacdo da suspenséo;

Preparar uma suspensao de hemacias a 0,8% em ID - Diluente 2 com a seguinte técnica:
| — ID — Diluente 2 deixar atingir a temperatura ambiente antes de ser utilizado;

I1 — Dispensar 1,0 ml de ID — diluente 2 no tubo de suspensoes;

I11- Pipetar 12,5 pl de concentrado de hemécias;

IV — Homogeneizar;

V — A suspensdo de heméacias pode ser utilizada imediatamente.

Procedimentos:

As amostras devem atingir a temperatura ambiente (18-25 °C) antes de serem utilizadas;
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1- Identificar o ID — Card com o0 nome ou nimero do paciente ou doador;
2- Retirar o lacre de aluminio mantendo o ID — Card na posicao vertical;
3- Pipetar 50 ul da suspensdo de heméacias em cada microtubo;

4-  Centrifugar o ID — Card durante 10 minutos na ID — Centrifuga;

5- Ler e anotar os resultados das aglutinacdes.

2.1.3. Interpretar os Resultados:
a) Principio:
Positivo: Ceélulas aglutinadas formando uma linha vermelha na superficie do gel ou

dispersas ao longo da coluna do gel;

Negativo: Botdo compacto de células no fundo do microtubo.
b) Reagdes AGH monoespecificas

2.2. Recomendaces
2.2.1. O controle negativo (CTL) deve mostrar sempre reagdes negativas. Em caso de

positividade, proceder como se segue:

e Lavar as heméacias com NaCl 0,9% (ou ID — Diluent 2) pré-aquecidos a 37°C, depois
realizar as etapas habituais como descrito em “Preparagdo da amostra” e

“procedimentos”;

e Certos medicamentos podem causar um TAD positivo.

2.2.2. N&o utilizar ID — Cards que estejam com o lacre de aluminio danificado, que tenham
sinais de ressecamento, bolhas de ar no gel, gotas de gel ou sobrenadante na parte superior dos
microtubos ou na parte inferior do lacre de aluminio;

2.2.3. Certificar se os cartdes foram centrifugados antes dos testes;
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2.2.4. Observar se ha residuos de fibrina nas suspensdes de hemacias, pois estes podem
bloquear células ndo aglutinadas, formando uma linha résea no topo do gel enquanto a maior
parte das células estara no fundo do microtubo apos a centrifugacao;

2.2.5. SO utilizar o diluiente ID-Diluent 2, pois o uso de outros diluentes para as suspensdes de

hemécias pode modificar as reacoes;

2.2.6. Bactéria ou outras formas de contaminacdo do material utilizado podem causar reacdes

falso — positivas ou falso — negativas;

2.2.7. E essencial que os procedimentos e a utilizagdo correta dos equipamentos sejam
rigorosamente observados. Os equipamentos devem ser periodicamente checados e controlados
de acordo com as normas BPL (Boas Préticas de Laboratorio);

2.2.8. Suspensbes de hemé&cias muito concentradas ou muito diluidas podem causar falsos

resultados.

2.3.  Ac0Oes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, repetir o teste.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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V.

MONOCLONAL)

1.

2.

2.1. Passo a passo
2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.
2.1.4.
2.15.
2.1.6.
2.1.6.1. Colocar no tubo 500 ul de Diluente 2;

2.1.6.2. Adicionar 25 pl de concentrado de hemacias;

2.1.6.3. Homogeneizar (N&o precisa incubar, utilizar a diluicdo imediatamente);

POP - DETERMINACAO DOS FENOTIPOS RH E KELL EM GEL (CARTAO

Materiais necessarios

ID cartdo Rh — subgrupos + K (monoclonal);

ID Diluente 2;

Hemécias com anticoagulante (EDTA ou CITRATO);
Pipeta graduada;

Ponteiras;

Tubos para preparagéo das amostras;

Centrifuga.

Descrigdo da técnica

Centrifugar a amostra do paciente e ou da bolsa;

Centrifugar os cartdes antes de usa-los (N&o utilizar cartdes com o lacre de aluminio
danificado ou com sinais de ressecamento);

Deixar ID Diluente 2 atingir a temperatura ambiente antes de usa-Io;

Identificar o cartdo com 0 nome do paciente ou n° do doador;

Retirar o lacre do aluminio mantendo o cartdo na posicéo vertical;

Preparar uma suspensao de hemacias a 5% em ID-Diluente 2:
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2.1.7. Ressuspender suavemente a suspensdo de heméacias e pipetar 12,5 pl nos 06 (seis)
microtubos;

2.1.8. Centrifugar o cartdo por 10 minutos;
2.1.9. Ler e anotar os resultados das reagoes.
Resultado: 3 a4 + - positivo
Hemacias sedimentadas no microtubo ou 1+ = negativo

Exemplo 01:

Pacientes = DCe —
L » INCOMPATIVEL

Bolsa=DC¢e —

OBS.: A bolsa contém o antigeno ¢ e o paciente ndo tem.

Exemplo 02:

Paciente: DC¢eK —
. » COMPATIVEL

Bolsa: D¢e

OBS.: O paciente devera ter todos 0s antigenos presentes na bolsa.

2.2. Recomendaces

2.2.1. Certificar-se que o paciente ndo recebeu transfusdo de concentrado de hemécias nos
altimos 3 meses;

2.2.2. SO utilizar os reagentes e cartdes apos aprovados no CQlI,;

2.2.3. Verificar a validade dos reagentes;

2.2.4. Certificar que os cartdes foram centrifugados antes de serem colocados na rotina;

2.2.5. Na&o utilizar cartdes com o lacre de aluminio danificado ou com sinais de ressecamento;

2.2.6. Caso o controle seja positivo, o teste sera invalido.
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2.3.  Ac0bes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, refazer o teste com hemaécias lavadas e verificar

o histdrico da patologia do paciente.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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V. POP - FENOTIPAGEM DO ANTIGENO JKa PELA TECNICA DE GEL
1. Materiais necessarios

e |D-Diluente 1;

e Pipeta graduada;

e Ponteiras;

e Cartdo DiaClon Anti-JK?

e Amostra de sangue com EDTA ou CPDA-1;

e Tubos para preparacdo das amostras;

e Centrifuga;

e Incubadora.

2. Descricao da técnica
2.1. Passo a passo
2.1.1. Dispensar 500 pl de diluente 1 em um tubo de hemdlise;
2.1.2. Adicionar 50ul de sangue total ou 25 pl de concentrado de hemécias e homogeneizar
cuidadosamente;
2.1.4. Incubar essa solugcdo em temperatura ambiente durante 10 minutos;
2.1.5. Identificar o microtubo do cartdo com o nimero ou nome do paciente ou da bolsa;
2.1.6. Dispensar 12,5 ul da solucéo de hemacias no microtubo correspondente;
2.1.6. Centrifugar por 10minutos.

Resultado:

Positivo: Presenca de aglutinacéo de 1 a 4 cruzes;

Negativo: Auséncia de aglutinacéo.
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2.2. Recomendac0es
2.2.1. Conservar esses cartdoes em geladeira (Temperatura de 2 a 8°C);

2.2.2. S6 utilizar diluente 1;

2.2.3. A solucdo de eritrocitos devera ser utilizada imediatamente ap6s a incubacdo de 10
minutos a T.A.;

2.2.4. SO utilizar os reagentes e cartdes apos aprovados no CQlI,;

2.2.5. Verificar a validade dos reagentes;

2.2.6. Certificar que os cartdes foram centrifugados antes de serem colocados na rotina.

2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado nao conforme, testar com o ID - Diacell I ou Il que seja positivo
para JK&.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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VI.

2.

2.1.

2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.1.4.
2.1.5.
2.1.6.
2.1.7.
2.1.8.
2.1.9.

2.1.10. Ler e anotar os resultados.

POP - PESQUISA DE AUTO-ANTICORPOS OU AUTO CONTROLE EM GEL
Materiais necessarios

ID cartdes LISS/COOMBS;

ID diluente 2 (LISS);

Amostra colhida com anticoagulante (EDTA ou CITRATO);

Pipeta graduada;

Ponteiras;

Tubos para preparagéo das amostras;

Centrifuga;

Incubadora.

Descricao da técnica

Passo a passo

Centrifugar a amostra a ser testada;

Colocar em um tubo de hemdlise 1000 pl de ID diluente 2;

Acrescentar a este tubo 12,5 ul do concentrado de hemécias da amostra centrifugada;
Homogeneizar;

Identificar a amostra no cartdo LISS/COOMBS;

Colocar 50 pl da diluicdo de hemacias no microtubo identificado;

Acrescentar 25 pl de soro ou plasma da mesma amostra no microtubo;

Incubar a 37°C 15 minutos;

Centrifugar por 10 minutos;
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Resultado:
Positivo: As hemacias na superficie ou na extenséo da coluna de gel;

Negativo: As hemacias sedimentadas no fundo do microtubo.

2.2. Recomendaces

2.2.1. Utilizar os reagentes e cartdes somente apés aprovados no CQl;

2.2.2. Verificar a validade dos reagentes;

2.2.3. Certificar que os cartdes foram centrifugados antes de serem colocados na rotina;

2.2.4. N&o utilizar cartdes com o lacre de aluminio danificado ou com sinais de ressecamento;
2.2.5. Observar a indicacéo da solicitagdo do exame;

2.2.6. Saber historia clinica do paciente.

2.3.  Ac0Oes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, repetir o teste e, se necessario, coletar uma nova

amostra.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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VII. POP - TITULAGCAO DE ANTICORPOS EM GEL

1. Materiais necessarios

2. Descrigdo da técnica
2.1. Passo a passo
2.1.1. Numerar 11 tubos de vidro com os seguintes titulos:
(1/1,1/2,1/4 , 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024);
2.1.2. Adicionar 100ul de ID-Diluente 2 nos tubos de titulo 1/2 até o tubo de titulo 1/1024;
2.1.3. Adicionar, somente no tubo de titulo 1/1, 200ul de soro ou plasma;

2.1.4. Retirar 100ul de soro do tubo 1/1 e transferir para o tubo 1/2. Em seguida, homogeneizar
0 tubo 1/2 e, com outra ponteira, transferir 100yl para o tubo 1/3. Repetir esse procedimento até

0 Ultimo tubo e desprezar 100 pl da Gltima diluicdo (sempre trocando a ponteira);

2.1.5. Numerar dois cartdes de Liss/Coombs com as mesmas dilui¢fes dos tubos;

2.1.6. Adicionar uma gota (50pl) de heméacias Diacel, que tiver apresentado reagdo mais forte
no Coombs Indireto ou PAI, em todos os microtubos;

Cartdes LISS/Coombs;
ID-Diluente II;

Hemacias testes | e |1,

Soro ou plasma a ser titulado;
Pipeta graduada;

Ponteiras;

Centrifuga;

Incubadora;

Tubos para preparacéo das amostras.
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2.1.7.
2.1.8.

2.1.9.

2.2.

2.2.1.

2.3.

2.3.1.

Pipetar 25ul de cada diluicdo dos tubos nos microtubos do cartdo correspondente;
Incubar a 37°C por 15 minutos;

Centrifugar e ler.

Recomendacdes

O titulo sera o da ultima diluicdo que apresentar reacdo positiva de pelo menos 1+.

Acdes em caso de ndo conformidade

No caso de um resultado ndo conforme, rever o POP e verificar a calibragem de diluicéo.

Mapeamento

Né&o se aplica.
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VIIl. POP-BLOQUEIO COM ANTI-1gG

1. Materiais necessarios

. Tubos de hemdlise;

o Ponteiras;

o ID-Centrifuga;

o Hemaécias sensibilizadas por 1gG;
o Solucdo fisioldgica 0,9%;

o Coombs-Serum Anti-1gG;

. ID-Diluent 2;
o ID-LISS/Coombs.
2. Descrigdo da técnica

Objetivo: Fenotipar os antigenos eritrocitarios quando o paciente apresentar o teste de
antiglobulina direto em gel positivo com até 2+ de aglutinacdo. O teste tem como objetivo
bloguear os anticorpos IgG que estdo nas hemécias. O anti IgG monoespecifico se liga na fracdo
Fc dos anticorpos deixando as hemacias livres para serem fenotipadas.

2.1. Passo a passo

1.1.1. Lavar 04 (quatro) gotas de hemacias do TAD positivo com salina (04 vezes);

1.1.2. Acrescentar 20 gotas de soro de Coombs monoespecifico monoclonal anti-1gG;

1.1.3. Homogeneizar e deixar em temperatura ambiente por 10 min;

1.1.4. Lavar as hemacias com solugdo fisiologica 0,9% (02 vezes), desprezando bem o

sobrenadante na Gltima lavagem;

1.1.5. Fazer uma nova suspensao e repetir o teste de Coombs Direto (TAD). Este devera ser

negativo, caso contrario pode-se repetir o procedimento até 02 (duas) vezes.
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Nota: TAD positivo com até 2+, ndo interfere na fenotipagem para Rh e Kell.

2.2. Recomendaces

1.1.6. Atécnica ndo € indicada se houver registro de transfusdo nos altimos 03 (trés) meses.

2.3.  Ac0bes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, repetir o teste.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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2.

2.1.

2.1.1.

2.1.2.

(uma) gota do soro anti — CDE;

2.1.3.
2.1.4.
2.1.5.
37°C;
2.1.6.
o

O

2.2.

2.2.1.

POP - PESQUISA DO ANTI-CDE EM TUBO
Materiais necessarios

Tubos de hemdlise;

Reagente anti — CDE;

Solucdo salina — 0,9%;

Centrifuga;

Banho maria a 37°C;

Hemacias do doador.

Descricao da técnica
Passo a passo
Fazer uma suspensdo a 5% das hemacias do doador;

Colocar em um tubo de hemolise identificado 1 gota da suspensdo de hemacias a 5% e 01

Homogeneizar, centrifugar e ler;
Se houver aglutinacdo — CDE POSITIVO

Se ndo houver aglutinacdo ou aglutinacdo duvidosa - incubar por 05 (cinco) minutos a

Centrifugar por 15 segundos a 3.400 rpm.
Aglutinacéo presente — CDE POSITIVO

Aglutinacdo ausente — CDE NEGATIVO

Recomendactes

N&o esquecer de rotular o doador CDE (+), para s utilizar em paciente Rh (+);
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2.2.2. Observar o fluxograma anexado;

2.2.3. Se D fraco + ndo precisa fazer o CDE.

2.2.4. Verificar a validade do reagente.

2.3.  Ac0bes em caso de ndo conformidade

2.3.1.

mudanga na descricdo da técnica;

3. Mapeamento

No caso de um resultado ndo conforme, ler a bula do reagente e observar se tem alguma

Testar com Anti-CDE
toda Bolsa De Doador
Rh Megativo e D fraco

Inicio Negativo

Resultado
Positivo?

A

Liberar a bolsa como
Rh negativo, D fraco
negativo, CDE negativo

h 4

Fluxograma de teste com Anti-CDE

Transfundir em
pacientes Rh negativo

Sim

Liberar a bolsa como
Rh negativo, O fraco
negativo, CDE positivo

Transfundir em
pacientes Rh positivo

Q

Firn

Fonte: Unidade Transfusional, 2018.

Concluséo:

A bolsa s6 sera considerada Rh negativo se for D fraco e CDE também negativo.
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X. POP - PESQUISA DE HEMOLISINA ANTI-A E ANTI-B
1. Materiais necessarios

e Centrifuga;

e Soro do doador;

e Hemécias (A1 e B);

e Pipetas;

e Banho mariaa 37°C.

2. Descrigdo da técnica
2.1. Passo a passo

2.1.1. Os tubos da prova reversa A1 e B do doador do tipo sanguineo “O”, ap6s a leitura da prova
reversa, deverdo ser colocadas em Banho Maria a 37°C por 60 minutos, homogeneizando-os a

cada 20 minutos;

2.1.2. Ap6s 60 minutos, centrifugar os tubos por 15 segundos a 3.400 rpm e observar a presenca

de hemdlise (ndo agitar o tubo);

2.1.3. Registrar no livro “Pesquisa de hemolisina™: a data, o n® da bolsa, o resultado da pesquisa

e assinatura do técnico que realizou o procedimento.
e Presenca de Hemdlise = Positivo.

e Auséncia de Hemolise = Negativo.

2.2. Recomendaces

2.2.1. A ndo realizagdo de transfusdo de plaquetas “O” em paciente “A” e ou “B”, que possuam

a pesquisa com resultado positivo.

Nota: N&o realizar pesquisa de Hemolisina com plasma, somente com soro.



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, verificar os reagentes e materiais utilizados e

repetir o teste;

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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XI.

2.

2.1.
2.1.1. Rotular um tubo de hemolise, com 0 nome ou nimero do paciente;

2.1.2. Colocar neste tubo 02 (duas) gotas de soro do paciente;

2.1.3. Preparar uma suspensdo a 5% em salina da hemacia do paciente (da amostra com EDTA) e
colocar 1 gota ao tubo que ja contém o soro;

2.1.4. Centrifugar o tubo por 15 segundos 3400 rpm;

2.1.5. Observar a presenca de hemolise ou aglutinacdo no sobrenadante;

2.1.6. Ressuspender delicadamente o botdo de hemécias formado e verificar a presenca de

aglutinacdo, com ajuda de lupa;

2.1.7. Interpretar e anotar os resultados em graus de aglutinac&o.

POP - PESQUISA DE AUTO ANTICORPOS A QUENTE EM TUBO
Materiais necessarios

Sangue com anticoagulante (EDTA);

Sangue sem anticoagulante;

Centrifuga;

Banho Maria a 37°C;

Solucéo salina — 0,9%;

Albumina Bovina 22%;

Soro Anti-Humano.

Descrigdo da técnica

Passo a passo



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

> Fase Proteica - Leitura Imediata:

e Adicionar ao tubo 02 (duas) gotas de albumina bovina a 22%;

e Repetir os itens da centrifugacdo em diante.

> Fase Protéica a 37° C:

e [ncubar o tubo de 15 a 30 minutos em banho-maria a 37° C;

e Repetir os itens da centrifugacdo em diante.

> Fase da Antiglobulina Humana:

e Lavar 03 (trés) vezes com salina o tubo do teste, decantando totalmente o sobrenadante
por inversdao, apos cada lavagem. Ressuspender o botdo de hemécias formado a cada
adicdo de salina. Apés a ultima lavagem, enxugar a borda do tubo invertido com papel
absorvente;

e Adicionar ao tubo 02 (duas) gotas de soro antiglobulina humana poliespecifico;

e Repetir os itens da centrifugacdo em diante.

> Controle de Reatividade do Soro Antiglobulina:

e Adicionar ao teste negativo, 01 (uma) gota de suspensdo de hemécias sensibilizadas

(Controle de Coombs) Controcel,

e Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm e ler;

e Interpretar e anotar os resultados.

> Resultados Esperados:

e Presenca de hemdlise e/ou aglutinacdo em alguma ou todas as fases = presenca de AUTO
ANTICORPOS;
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e Auséncia de hemdlise e/ou aglutinacdo em todas as fases = AUTO ANTICORPOS
NEGATIVO.

2.2. Recomendaces

2.2.1. Nos testes negativos as rea¢des com o controle de COOMBS devera ser positiva. Caso

contrario repetir o teste.

2.2.2. Observar se o controcel esta sem hemolise e verificar a data de vencimento;

2.3.  Ac0Oes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Testar a reatividade do controcel, colocando em um tubo 01 (uma) gota de controcel e 01
(uma) gota de Anti humano, centrifugar e ler, o resultado deve ser positivo.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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XIl.

COOMBS) EM TUBO

2.

2.1.

2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.1.4.

seguinte (tubo 3), e assim sucessivamente, até o tubo 10;

2.1.5.
estudo em todos os tubos (01 a 10);
2.1.6.
2.1.7.
2.1.8.

2.1.9.
sobrenadante por inversdo, ap6s cada lavagem;

POP - TITULACAO DE ANTICORPOS IRREGULARES (ALBUMINA -

Materiais necessarios

Soro do paciente;

Solucdo salina isotdnica - 0.9%,

Suspensdo de hemacias antigeno especifico para o anticorpo a ser titulado;
Albumina bovina 22%;

Soro anti-humano;

Centrifuga e BM a 37°C.

Descricao da técnica

Passo a passo

Numerar uma série de tubos de hemolise 01 a 10 com o0 nhome do paciente;
Colocar 100 microlitros do soro a testar, apenas nos tubos 01 e 02;
Adicionar 100 (microlitros) de solucéo salina a partir do tubo 02 até 10;

Homogeneizar o tubo 02 (diluicdo %), transferir 100 ml desta diluicdo para o tubo

Adicionar 1 gota de suspencdo de hemécias a 5% antigeno especifico para o anticorpo em

Colocar 2 gotas de albumina bovina 22% em todos os tubos;
Incubar a 37° C por 15 a 30 minutos todos os tubos;
Centrifugar e ler;

Lavar 03 (trés) vezes com salina os tubos de 01 a 10, decantando totalmente o
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2.1.10. Ressuspender o botdo de heméacias formadas a cada adicdo de salina. Apds a Ultima

lavagem, enxugar a borda dos tubos invertidos com papel absorvente;

2.1.11. Adicionar a todos os tubos 02 (duas) gotas de soro antiglobulina humana poliespecifico

(anti - humano);

2.1.12. Centrifugar e ler;

2.1.13. Anotar os resultados.

2.1.14. Interpretacdo dos resultados:

e O titulo do anticorpo é representado pelo inverso da maior diluicdo onde se detecta a

presenca de aglutinacéo;

e O ultimo tubo da série que apresenta reacdo de aglutinacdo e/ou hemdlise, correspondente

ao titulo do anticorpo em estudo.

Tubo 01 (1/1), tubo 02 (1/2), tubo 03 (1/4), tubo 04 (1/8) e assim sucessivamente.

2.2. Recomendaces
2.2.1. Realizar a titulagdo no mesmo dia em que o PAI foi positivo;

2.2.2. Conferir com a titulacdo anterior caso o paciente ja tenha realizado antes.

2.3.  Agdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, repetir o teste e, se necessario, coletar uma nova

amostra.

3. Mapeamento

N&o se aplica.
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XIIl. POP - PESQUISA DE SUBGRUPO A2 OU A2B

1. Materiais Necessarios
e Tubos de hemolise;
e Centrifuga;
e Hemacias do doador ou paciente em tubo com EDTA,;
e Reagente lectina anti — Ay;
e Solugéo salina — 0,9%;

e Hemacias teste Az da reversa (revercel).

2. Descrigdo da técnica
2.1. Passo a passo
2.1.1. Colocar em um tubo de hemolise 01 (uma) gota de revercel A;
2.1.2. Acrescentar ao tubo 01 (uma) gota do reagente lectina anti — Ay;
2.1.3. Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm e ler;
2.1.4. Verificar na leitura:
e Se apresentar aglutinacéo, indica que o reagente estad em condicdes de ser utilizado;
e Se ndo ocorrer aglutinacdo, o0 reagente esta impréprio para uso, e o teste ndo podera ser

realizado;

2.1.5. Realizar o teste:

2.1.5.1. Preparar uma suspensdo a 5% em salina das hemacias do doador ou do paciente;
2.1.5.2. Colocar em 1 tubo de hemolise 01 (uma) gota da lectina anti — As;
2.1.5.3. Acrescentar 01 (uma) gota da suspensdo de hemacias;

2.1.5.4. Homogeneizar e incubar a temperatura ambiente por 15 minutos;
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2.1.5.5. Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm;

2.1.5.6. Ressuspender o botdo de hemacias agitando delicadamente o tubo e observar a presenca

ou n&o de aglutinacgéo;

2.1.6. Interpretacdo do resultado:

e Aglutinacdo presente indica que as hemacias testadas sdo Ai.

e Aglutinacdo ausente, indica que as hemacias testadas ndo sdo do grupo Al, podendo ser

do subgrupo A..

2.2. Recomendactes

2.2.1. N&o realizar o teste, sem antes fazer a validacdo do reagente, conforme estd escrito no
POP.

2.2.2. Se comprovada ser uma tipagem Az com Anti — A1:

e Se doador: - descartar o plasma fresco e concentrado de plaquetas;
- 0 concentrado de hemécias (CH) pode ser utilizado em pacientes Az;

e Se paciente: - sO receber CH Az ou “O” com hemolisina negativa.

2.3.  Ac0Oes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, repetir o teste e, se necessario, coletar uma nova

amostra.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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2.1.

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

POP - DISCREPANCIA ABO
Materiais Necessarios
Centrifuga;

Tubo de ensaio;

Pipeta;

Anti-soro;

Hemé@cias teste;

Amostra doador/paciente.

Descricao da técnica

Passo a passo

Pontos Gerais:

Detalhes operacionais (rever execucdo de técnica e transcri¢do de resultados);
Registros prévios (transfusdo, medicamentos, idade e dados clinicos);
Amostra (hemolisada, lipémica, aglutinacéo espontanea);

Funcionalidade dos reagentes/contaminacéo dos reagentes.

InvestigacOes preliminares:

Centrifugar a amostra;
Repetir os testes — amostra fresca;

Reagentes novos.

Técnicas Adicionais:

Hemaécias paciente ou doador — lavar e repetir;



b)

Auto — anticorpo frios retestar a 37°C;

Nova amostra colhida e mantida a 37°C pode ser necessario.

2.1.5.

deve ser considerado.
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Soro paciente ou doador — aumentar o tempo de incubacéo — incubar a 4°C.

Discrepancia ndo resolvida (prova direta)

Reacdes fracas/negativas:
Se ndo relacionada a idade, doenca ou formacéo de rouleaux;

Possibilidade de Subgrupo — utilizar lectinas Anti Al e Anti-H.

Reac0es fracas inesperadas:

Poliaglutinagao das heméacas — Utilizar reagentes monoclonal;

(TAD) Coombs Direto positivo — Lavar as células com salina aquecida a 37°C;
Aglutinacdo esponténea;

- Se amostra armazenada a 4°C antes do teste:

Discrepancia néo resolvidas (Prova Reversa):

Se ndo relacionado a idade (recém-nascido e idoso)

Imunossupressao, hipogamaglobulinemia ou hemélise dos reagentes de hemacias — teste

Reacdes fracas/negativas:

Amostra fresca — Retestar a 4°C;
Aumentar o tempo de incubacao;
Utilizar outro Kit de hemacias teste;

Repetir prova direta para confirmacéo.
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b) Reac0es positivas inesperadas:

2.2.

2.2.1.

2.3.

2.3.1.

Possibilidade de aloanticorpo — identificar a especialidade do anticorpo;
Possibilidade de auto anticorpo frio — Realizar autocontrole;

Utilizar técnica pré-aquecida;

Possibilidade de rouleaux — Técnica de adicdo de salina;

Presenca de Anti Al natural em A2 — Testar com outras hemécias Alpara confirmar.

Recomendacdes

Resolver a discrepancia no mesmo dia, se possivel.

Acdes em caso de ndo conformidade

Coletar nova amostra.

Mapeamento

Né&o se aplica.
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XV.

2.

2.1.

2.1.1.

2.1.1.1. Verificar/Controlar/Investigar

2.1.2.

2.1.3.

POP - DISCREPANCIA RH
Materiais Necessarios
Centrifuga;

Tubo de ensaio;

Pipeta;

Anti-soro;

Hemé@cias teste;

Amostra doador/paciente.

Descricao da técnica
Passo a passo

Pontos Gerais:

Detalhes operacionais (rever execu¢do da técnica e transcri¢do dos resultados);
Registro prévio (transfusdo, medicamentos, idade, dados clinicos);
Amostra (hemolisada, lipémica, aglutinacéo espontanea);

Funcionalidade dos reagentes/contaminacéo dos reagentes.

Investigacdes preliminares:
Centrifugar amostra — Hemacias lavadas;

Repetir os testes - amostra fresca — reagentes novos.

Problemas néo resolvidos:

Reac0es positivas inesperadas
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b) Resultado negativo prévio ou autocontrole também positivo:

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.3.

2.3.1.

Verificar a formacao de rouleaux relacionados a estado patolégico.

Teste de Coombs Direto Positivo:

- Utilizar reagente monoclonal;

- Lavar as hemacias com salina pré—aquecida.
Troca de Amostras:

- Checar registros anteriores;

- Confirmar a identificagdo da amostra;

- Repetir o teste com uma segunda amostra.

Recomendacodes
Procurar nos arquivos: mapas, livros e fichas se ja tem tipagem anterior;

Resolver a discrepancia no mesmo dia, se possivel.

Ac0es em caso de ndo conformidade

Coletar nova amostra.

Mapeamento

Né&o se aplica.
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> O kit contém:

> Preparo de solucdo de trabalho:

POP - ELUICAO ACIDA DE ANTICORPOS (DIACIDEL)
Materiais Necessarios

Tubos;

Pipetas;

Centrifuga;

Kit para eluicdo DIACIDEL,

Amostras com EDTA colhidas recentemente.

Descrigdo da técnica

DiaCidel — Soluc¢éo de eluicdo contendo tampdo &cido de glicina com indicador de cor,
pronto para uso, em frasco de 10 mi;

DiaCidel — Solucdo tampé&o - contendo tampdo tris com albumina bovina (1,2%) pronto
para uso, em frasco de 10 ml;

Conservantes: 0,1 % NaN3.

» Reativo adicional necessario:

Diluir o Diacidel — Solucdo concentrada de lavagem a 1:10 com &gua destilada (1 parte

de concentrado + 9 partes de agua).

2.1.

> Procedimento de eluicio:

Solucdo salina isotonica 0,9%.

Passo a passo
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2.1.1. Lavar as hemacias que tenham apresentado reacdo positiva no Teste da Antiglobulina
Direto (TAD) uma vez com solucdo salina isoténica a 0,9%, devendo-se obter, no minimo, 1,0
ml de concentrado de hemacias;

2.1.2. Lavar 1,0 ml do concentrado de hemécias 04 (quatro) vezes com “DiaCidel — Solugdo de

trabalho para Lavagem”;

2.1.3. Ap6s a ultima lavagem, decantar completamente o sobrenadante, separando parte deste
sobrenadante para verificar a presenca de anticorpos irregulares (ver observagéo 1);

2.1.4. Adicionar 1,0 ml de “DiaCidel — Solu¢do de Eluicdo” a 1,0 ml do concentrado de

hemacias lavadas. Homogeneizar bem;

2.1.5. Centrifugar imediatamente por 01(um) minuto a 900g (3000rpm);

2.1.6. Transferir o eluato (sobrenadante) para tubo limpo;

2.1.7. Adicionar 5 gotas (250 ul) de “DiaCidel — Solugdo Tampao” ao eluato ¢ homogeneizar.
Observar o aparecimento de coloracdo azulada, indicando que o pH neutro de 7,0 (£ 0,5) foi
atingido. Se a coloracdo azulada ndo aparecer, adicionar mais tampdo (1 gota (50 pl) de cada

vez), homogeneizando sempre;

2.1.8. Centrifugar o eluato por 01 (um) minuto a 900g (3000 rpm) para remover completamente
residuos de células;

2.1.9. O eluato esta pronto para ser testado.

Proceder de acordo com as técnicas habituais para pesquisa e identificacdo de anticorpos

com o eluato. O sobrenadante da ultima lavagem devera ser utilizado como controle negativo.

2.1.10 Interpretar os resultados:
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Aglutinacdo das hemacias — teste com o eluato e ndo aglutinacdo no tubo controle com a
solucdo da dltima lavagem indica que os anticorpos foram eluidos da superficie das
hemécias. Proceder com as técnicas usuais de identificacdo de anticorpos irregulares;

A ndo aglutinacdo das hemacias —teste com o eluato indica que os anticorpos ndo foram
eluidos da superficie da membrana das hemacias ou que o antigeno correspondente nao

esta presente nas hemacias-teste.

» Observacoes:

Reatividade no sobrenadante da dltima lavagem pode indicar contaminagdo devido a
lavagem inadequada das hemadcias, antes da eluicdo. Entretanto, pode indicar também
presenca de anticorpo de baixa afinidade, eluido durante o processo de lavagem. Neste
caso o procedimento de eluicdo deve ser repetido com os reativos e amostras a baixas

temperaturas;

Um TAD (Teste da Antiglobulina Direto) positivo, seguido de reacdo negativa no eluato,
pode indicar que as globulinas fixadas as hemacias ndo foram removidas pela técnica de

eluicdo acida. Neste caso utilizar outro método de eluig&o;

Se o teste ndo for realizado imediatamente, o eluato pode ser estocado por um periodo de
até 07 (sete) dias em temperatura de 2 a 8°C. Entretanto se o eluato tornar-se turvo

durante a estocagem, 0 mesmo ndo podera ser utilizado.

» LimitacGes:

2.2.

Bactérias ou outras formas de contaminacdo do material podem causar reacGes falso

positivas ou falso-negativas.

Recomendacbes

2.2.1. SO fazer o eluato se Combs Direto Positivo para IgG ou IgG e complemento;
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2.2.2. E essencial que os procedimentos e a correta utilizacdo dos equipamentos sejam
rigorosamente observados. Os equipamentos devem ser periodicamente checados e controlados
de acordo com as normas BPL (Boas Praticas de Laboratorio).

2.3.  Ac0bes em caso de ndo conformidade

2.3.1. No caso de um resultado ndo conforme, repetir o teste.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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guando desoxigenada, o presente teste utiliza um reagente lisico (ditionito de sodio) e um tampao
altamente concentrado. Quando as células que contém hemoglobina S sdo adicionadas a mistura
reagente, ocorre turbidez pela solubilidade reduzida da hemoglobina S. As hemogobinas normais

sdo mais soluveis e permanecem em solucdo de mistura continua clara.

> Preparo da solucdo tampdo (I):

. POP - TESTE DE SOLUBILIDADE

Materiais Necessarios

Fosfato Monobaésico de Potassio (K2H2PO4);
Fosfato Dibasico de Potassio (K2HPO4);
Agua destilada;

Ditionito de Sodio;

Saponina;

Sangue total com EDTA;

Tubo de Hemolise;

Escala de Leitura;

Pipeta Automatica de 50ul;

Ponteiras;

Pipetas Graduadas.

Descricao

Baseado no principio que a hemoglobina S é mais insoltvel que as demais hemoglobinas

Fosfato Monobasico de Potassio — 135 12g;
Fosfato Dibéasico de Potassio - 237,32g;

Saponina — 10g;
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e Agua destilada gsp 1000 ml;

e Validade da Solucédo 90 dias, a temperatura de 2 a 6°C.

> Preparo da solucdo de trabalho (11):

e Solucéo de tamp&o — 500 ml (1);
¢ Ditionito de S6dio — 5 mg;
e Validade 24 horas a temperatura de 2 a 6°C.

OBS: A quantidade da solugéo de trabalho (I1) vai depender da quantidade de testes a serem

realizados.

2.1. Passo a passo

2.1.1. Colocar em tubo de hemdlise 2 ml a solucéo de trabalho (11);

2.1.2. Adicionar 50ul de Hemécias (sangue total com EDTA) ao tubo contendo a solucgdo de

trabalho (I1);

2.1.3. Homogeneizar;

2.1.4. Aguardar 5 minutos;

2.1.5. Fazer a leitura da solubilidade contra uma escala de papel com listras negras, horizontais;
e Impossibilidade de visualizagao das listras negras: Resultado Positivo;

e Visualizacdo das listras negras: Resultado Negativo.

2.2. Recomendac0es
2.2.1. Utilizar a solugdo de ‘uso’ no maximo até 72h do seu preparo;

2.2.2. Sempre utilizar uma amostra conhecida com solubilidade POSITIVA como controle do
reagente;

2.2.3. Armazenar as amostras controles em temperatura de 2 a 8°C por até 15 dias.
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2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Repetir o teste e, se necessario, preparar um reagente novo.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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