EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

Procedimento

Operacional Padrao

POP/UTRANSF.IMU.TPT/T001/2018
Testes Pré-Transfusionais
Versao 4.0

Unidade Transfusional/
Imunohematologia



EBSERH

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Procedimento Operacional

Padrao

POP/UTRANSF.IMU.TPT/T001/2018

Testes Prée-Transfusionais

Versao 4.0



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

® 2017, Ebserh. Todos os direitos reservados
Empresa Brasileira de Servicos Hospitalares — Ebserh
www.ebserh.gov.br

Material produzido pela Unidade Transfusional do Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes
- Filial Ebserh
Permitida a reproducdo parcial ou total, desde que indicada a fonte e sem fins comerciais.

Empresa Brasileira de Servigos Hospitalares — Ministério da Educacdo

POP: Testes pré-transfusionais — UTRANSF - Unidade Transfusional — Maceio:
Hupaa - Hospital Universitario Professor Alberto Antunes, 2017. 38p.

Palavras-chaves: 1 — Doacdo de Sangue; 2 — Hemoterapia,
3 — Imunohematologia; 4 — POP; 5 - Testes Pré-transfusionais.




EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

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

JOSE MENDONGCA BEZERRA FILHO
Ministro de Estado da Educacéo

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 Atencao a Salde do Hupaa-Ufal/Ebserh

VICENTINA ESTEVES WANDERLEY
Gerente de Ensino e Pesquisa do Hupaa-Ufal/Ebserh

THIAGO FELIPE SOARES DA SILVA
Gerente Administrativo do Hupaa-Ufal/Ebserh

EXPEDIENTE

LUCIANA DE ANDRADE PEREIRA
Coordenadora da Unidade Transfusional

Unidade Transfusional (Imunohematologia)
Producao

Unidade de Planejamento
Apoio



HISTORICO DE REVISOES

Versao Descricéo Gestor do POP

Autor / Responsavel por
alteraces

22/04/2014 2.0 Revisao Textual Dja_na Marj ade
Lima Bréda

17/07/2015 3.0 Revis&o Textual Djana Maria de
Lima Bréda

Revisdo textual e adequacdo
ao novo formulério do POP . .
16/02/2018 4.0 de acordo com o Manual de Djfinrza'véarggade
Padronizacao de POPs 12
edicdo — 2014 - Ebserh

Djana Maria de Lima
Bréda

Walkiria de Aradjo Souza

Walkiria de Aradjo Souza



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

SUMARIO

OBUIETIVO .ttt sttt sttt et e bt et s e e b e e been b e e bt e s teenteereeebeenbeeneenreenes 9
DOCUMENTOS RELACIONADOS ...ttt be e 9
GLOSSARIO ...ttt 9
F N =1 I (07X 07X @ J OO 9
INFORMAGOES GERAIS ..ottt ettt 10
I. POP-DETERMINACAO ABO/RH E TAD (COOMBS DIRETO) EM RN................. 11
1. MaALEriaiS NBCESSANIOS . vcvvevverieeeiesieeteeeeseesiete e stestestesseeseaseeseesestesbestesseaseaseeneeseeneessensees 11
2. DESCrIGAD daS TArETAS .....eivieveerieieie ettt naenre s 11
N N . o B 1= 1o ST SUSPP 11
2.2, RECOMENUAGHES ....ceeieeeieiee ettt 12
2.3.  Ac0Oes em caso de Ndo confOrmidade ..........ooovveiiiiiiiiiiiiii 12
B AV T o L= Uy 1< (o TP PR PRI 13
Il. POP - DETERMINACAO SISTEMA ABO (TUBO) .....cooverererniierieereeesressssssnsenions 13
1. MALErTAIS NBCESSANIOS .....vveveerieteiesiesteeieeseesee ettt sttt e e et et st esbe st e e b e e ene e b e neenbe e 13
P B 1= g oF: (oI Fo L 1= TSROSO 13
2.0, PASSO-8PASSO .. eetuneiitti ettt e ettt e e e e et e e erb e e eaeans 13
2.2. RECOMENUAGDOES .....ceeeiiieieeee e 15
2.3.  Ac0Oes em caso de Ndo conformidade ..........coovvviiiiiiiiiiiii 16
3. MAPEAMENTO ...ttt e e e 16
I11. POP - DETERMINACAO DO FATOR RH D (TUBO) ..o, 16
1. MALErTAIS NBCESSANIOS ...evveveerieteieitesteeteeseeeesee e ste et be e s st et esbe st besbe b e ereeneeseeneeneesre e 16
2. DESCIGAD daS tArETAS .. ...eiveeiieie ettt ente e e sneesreeneenneen 16
2.0, PASS0-8PASSO .. eetunetiett ettt ettt e it ettt e e et e et e e eat e e errans 16
N 2L ToTo 0 T=T g o 2 oo 17
2.3.  Ac0Oes em caso de N80 CONFOrMIAdE .........ooouuuiiiiiiiee e 17
3. IMAPEAIMENTO ...ttt b et b et b e e n e b e nr e s 17
IV. POP - DETERMINAGCAOQO DE D FRACO (GEL) w..ouovevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseses e, 18
1. MaLtEriaiS NECESSAIIOS ....veuveueeieiiieteeie ettt sttt st e et et e bt e se bt e e enesbeneeneas 18
2. DESCIIGAD daS tArETAS .. ..veivieieeie ettt e e sraenreeneenreens 18
N T 0 B 12 L]0 PP 18
2.2, RECOMENUAGDES ...ttt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnenees 19
2.3.  Ac0Bes em caso de ndo conformidade ............ueieiiieiiiieiiiee e 19

B AV T o L=T Uy T o (o PSPPI 20



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

V. POP - DETERMINACAO DO ANTIGENO D FRACO (TUBO) ..cvvvveeeereeereereessenene

1. MALEriaiS NECESSATIOS .....veuverieriiteierieiisteeese e see e te st teste e sesbeseeseesesbeeeseabesbe e esesseseeneas 20
2. DeSCrIGAOD das TArETAS ........eeueeieieierie et 20
N T 0 B 12 {0 PP PP 20
2.2, RECOMENUAGHES ...ceeeeeeeeeeeeee ettt ettt e et e et e e e e e e e e e eeaeaaaaaaaaeees 21
2.3.  Ac0Oes em caso de Ndo coNfOrmidade ..........oovvvviiiiiiiiiiii 22
B AV T o L= Uy T o (o PP 22
V1. POP - PROVA CRUZADA EM LISS/ COOMBS (GEL) ..cccoviiiiiiininieieieiesie e 22
1. MALEriaiS NBCESSANIOS ..vvvevveriereiesiesteeeeseesietessestestestesseasaeseeseeeestesbestessesseereeneeseessessenrenes 22
2. DESCrIGAO das TArETAS ........eeeeieieieiiet e 22
N N o o B 1= 1o RSP PPSURP 22
N Lot 0 T=T g T 2 o 0T 23
2.3.  Ac0Oes em caso de N30 coNfOrmMidade ............uuierieeeiiiieiiiie e 23
3. MAPEAIMENTO ...ttt sttt ettt et e e b et et e e sbe e e beesbeeenteas 24
VII.POP - PROVA CRUZADA PELA TECNICA DO DIA-LISS (TUBO).......cccocvrrrene. 24
1. MALErTAIS NBCESSANIOS .....vveveerieteiesiestie et esee et ste sttt se e e e be st besbe st e e b e e eseenbeneenbe e 24
2. DESCrIGAD daS TArETAS .. ..eivieeeeiieieie ettt nre s 24
2.0, PSS0-8PASSO .. ettuneiieti ettt et e et ettt e et e et e e erb e e enaans 24
2.2, RECOMENUAGHES ....ceeieeeeieee ettt 25
2.3.  Ac0Oes em caso de Ndo conformidade ..........ooovveiiiiiiiiiiiii 25
B AV T o L=T Uy T (o TSP P PRSPPI 25
VIIl. POP - TESTE DE COMPATIBILIDADE PRE-TRANSFUSIONAL (TUBO -
ALBUMINA 229/0) ...t ittt sttt sttt se et este st stesbesbesbesseaseaneetesbesaesbentens 26
1. MALtEriaiS NECESSAIIOS ....veuveuiereiiieieeie sttt sttt sttt st sttt et et st e e e nesbeneeneas 26
A B 1=t g oF: o I Fo L 1= USSR 26
2.1 PASS0-APASS0 ... ieeeeieeee ettt 26
2.2. RECOMENUAGHES ...ttt e e ettt e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnnees 28
2.3. AcOes em caso de N0 CONTOrMIAAAE ........ccoveeeeiiiiri e 28
B AV T o L=T Uy T o (o T USRS 28

IX. POP - PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES (PAI) EM LISS/COOMBS

2. DESCIIGAD daS tArETAS .. ..veivieieeie ettt e e sraenreeneenreens 29
2.1, PASS0-8-PASSO ...eeteiiuiieiiieaieeaiie et ettt a e nhe e b e e bt e nbe e nre e beeareeenees 29

2.2, RECOMENUAGOES ... .. eueitiiteeeii ettt bttt ettt ettt b et b et sb e 29



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

2.3.  Ac0Oes em caso de Ndo coNfOrmidade ..........oovveviiiiiiiiiiii

3. MAPBAIMENTO ...t 30
X. POP - PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES (PAI) PELA TECNICA DIA
[ S S USRS P PR TP PP 30
1. MALEriaiS NBCESSANIOS . .cvvevverieeeiesieitteeeseesieteseestestesresseeseeseeseeeestesbestesseeseaseeneeseesseseenrenes 30
2. DeSCrIGAOD das TArETAS ........eiueeieieie it 30
2.1, PaSS0-8-PASSO . etruneiietit e et e e e e e e e r et e e ra e rarraa 30
2.2, RECOMENUAGHES ....eeeeeeeeeeee e ettt ettt e et e et e e et e et e et e e e e e e e e e e aaaaaaaaeees 31
2.2.  AcOes em caso de N80 CONfOrmMIdade ..........oooueiiiiiiiiieieie e 31
B AV T o T=T Uy 1< o (o TP UPRTR 32
XI. POP - COOMBS INDIRETO COM ALBUMINA A 22% EM TUBO ........ccccveiivienn, 32
1. MAtEriaiS NECESSAIIOS .....veuveuieieiiieieeie ettt sttt bttt bbb e et st e e sbenneneas 32
2. DESCrIGAD daS TArETAS .. ..eiviereeiieieie ettt bbb nre s 32
N N . o . B - 1o SO SUSP 32
2.2, RECOMENUAGHES ....ceeieeieeeee ettt 34
2.3.  Ac0Oes em caso de Ndo conformidade ..........coovvviiiiiiiiiiiiii 34
B AV T o L=T Uy T (o TSRS P PP 34
XI1.POP - PESQUISA DO ANTIGENO ‘D’ ATRAVES DO REAGENTE ANTI-D IGM
EIM TUBO ..ottt bbbt bt h e b et sb e ke et e e neenbe e be e e nnee 35
1. MALtEriaiS NECESSANIOS .....veuveueeterieieieete sttt sttt bttt bbbt ettt sbeneeneas 35
A B 1=t g oF: o I Fo L 1= USSR 35
N B o o B - 1Yo PR 35
N Lot 0 T=T g o o 35
2.3.  Ac0Oes em caso de N30 coNfOrmMidade ............uueiriieiiiiieiiie e 36
B AV T o L= Uy T o (o USSP 36
REFERENCIAIS TEORICOS. ..ot esee s sesae st 37



EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

OBJETIVO

Estabelecer os procedimentos para realizacdo dos testes imunohematoldgicos pré-transfusionais de acordo

com o manual do fabricante.

DOCUMENTOS RELACIONADOS

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

GLOSSARIO
CQI - Controle de Qualidade Interno
Ebserh — Empresa Brasileira de Servi¢os Hospitalares
EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid ou acido etilenodiamino tetra-acético
Hupaa - Hospital Universitario Professor Alberto Antunes
IMU - Imunohematologia
MS - Ministério da Saude
POP — Procedimento Operacional Padrao
RN — Recém-nascido
Ufal — Universidade Federal de Alagoas

UTRANSF - Unidade Transfusional

APLICACAO

UTRANSF / Laboratério de Imunohematologia.
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INFORMACOES GERAIS

Ligada hierarquicamente ao Setor de Apoio Terapéutico, a Unidade Transfusional
(UTRANSF) presta assisténcia hemoterapica 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 disseminacéo 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
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 a¢fes 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 adaptacfes aleatorias, independente de falta,
auséncia parcial ou férias de um funcionario.

Este documento descreve os procedimentos referentes aos testes pré-transfusionais,
exigidos pela Portaria n°. 158 de 04/02/2016, que s&o realizados no laboratério de
Imunohematologia da Unidade Transfusional do Hupaa-Ufal/Ebserh, a fim de orientar os

funcionarios do setor e garantir a seguranca transfusional.
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2.

2.1.

2.1.1.
2.1.1.1. Centrifugar o sangue total do RN (Recém-nascido) por 5 minutos;

2.1.1.2. Colocar 1000 pl do diluente 2 e 12,5 pl do concentrado de heméacias em um tubo;
2.1.1.3. Homogeneizar.

2.1.2.
2.1.3.
2.14.
2.15.

2.1.6.

Interpretacdo dos resultados:

POP - DETERMINACAO ABO/RH E TAD (COOMBS DIRETO) EM RN
Materiais Necessarios

Cartdes DIACLON ABO/Rh e Coombs para Recém-nascidos;

ID — Diluente 2 (LISS);

Sangue total ou do corddo do Rh com anticoagulante (EDTA);

Pipeta graduada;

Ponteiras;

Centrifuga;

Tubos para preparacdo das amostras.

Descricéo das tarefas
Passo-a-passo

Preparar a amostra:

Identificar o cartdo com o0 nome e nimero da amostra;

Retirar o lacre cuidadosamente (apoiado na bancada) de aluminio do cartéo;

Pipetar 50 ul da suspensdo de hemécias nos 06 microtubos, sem encostar nas bordas;
Centrifugar;

Ler e anotar os resultados das reacdes na ficha de doador ou no livro de paciente.

e Reacdo POSITIVA: Hemacias na superficie ou na extensdo da coluna de gel,
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e Reacdo NEGATIVA: Hemaécias sedimentadas no fundo do microtubo;

e Controle: Resultado sempre negativo.

2.2. Recomendac0es

2.2.1. SO utilizar os reagentes e cartbes apds aprovados no CQI (Controle de Qualidade
Interno);

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. Nao se realiza prova reversa em RN, somente apds 0 4-més de vida.

2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. O controle deve ser sempre NEGATIVO. Em caso POSITIVO, a conduta é lavar as
hemécias no minimo 03 vezes e repetir o teste.

Dicas:

e Controle positivo de RN com Coombs Direto negativo em 95% dos casos se resolve com
lavagem;

e Quando o Coombs Direto for POSITIVO e o controle NEGATIVO, investigar se 0 RN é
RH positivo e a md RH negativo ou se 0 RN é “A” ou “B” e a mde “O”
(incompatibilidade ABO). Mas, se ndo encontrar o resultado da mae, liberar o resultado
e ndo esquecer de colocar 0 n° de cruzes na requisicao;

¢ Quando o controle e 0 Coombs Direto forem POSITIVOS, o resultado RH n&o podera ser
liberado, exceto se for realizado a tipagem Rh com o reagente Anti-D IgM (ver o Pop
tipagem Rh Anti-D IgM, pagina 35).
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e Como liberar o exame com Coombs e controle positivos:
- Liberar a tipagem ABO;
- Liberar o CD e colocar as cruzes;

- Escrever na requisi¢do: “Devido o resultado Positivo do C. Direto, o teste de RH

b

fica comprometido, sendo necessario repetir o teste com nova amostra, apos 48 horas. ’

Caso seja necessario a transfusao, transfundir RH Negativo.

OBS.: Jamais deixar de liberar este resultado.

3. Mapeamento

Na&o se aplica.

. POP - DETERMINACAO SISTEMA ABO (TUBO)
1. Materiais Necessarios
e Sangue total sem anticoagulante (Tubo sem anticoagulante);
e Soro-Teste: Anti — A e Anti — B;
e Hemacia-Teste: Al e B a 5%;
e Solucdo salina — 0,9%;
e Centrifuga;
e Lupa;
e Tubos de hemolise;

e Pipetas de Pasteur.

2. Descricéo das tarefas

2.1. Passo-a-passo
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2.1.1. Preparar a amostra:

2.1.1.1. Centrifugar o sangue total separando o soro das hemacias;
2.1.1.2. Preparar uma solucéo de hemacias a 5% em salina.

2.1.2. Preparar suspensdo de hemécias a 5%:

2.1.2.1. Colocar 19 gotas do diluente;

2.1.2.2. Adicionar 1 gota do concentrado de hemaécias lavadas ou nao;
2.1.2.3. Homogeneizar;

2.1.2.4. ldentificar com 0 nome ou nimero do paciente/doador.

OBS.: Amostra de RN:
e Hemdcias de corddo umbilical, lavar 6 vezes com salina;

e Coletado do RN, lavar 3 vezes com salina.

2.1.3. Realizar prova direta:

2.1.3.1. Rotular 2 tubos de hemdlise: anti-A, anti-B, com o nome ou ndmero do
paciente/doador;

2.1.3.2. Colocar em cada tubo 1 gota dos soros anti-A, anti-B, respectivamente;

2.1.3.3. Preparar uma suspensdo a 5% das hemacias em um tubo de hemolise, devidamente
identificado;

2.1.3.4. Distribuir 1 gota da suspensdo nos tubos rotulados com anti-A, anti-B e homogeneizar;
2.1.3.5. Centrifugar por 15 segundos a 3400rpm;

2.1.3.6. Ressuspender delicadamente o botdo de hemacias formado e ler macroscopicamente as
reacOes, em graus de aglutinacéo;

2.1.3.7. Interpretar e anotar os resultados.

2.1.4. Realizar prova reversa:
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2.1.4.1. Rotular 2 tubos de hemélise: Al e B, com 0 nome ou 0 nimero do paciente/doador;
2.1.4.2. Colocar 2 gotas do soro a testar em cada tubo;

2.1.4.3. Adicionar aos tubos Al e B, 1 gota de suspensdo a 5% de hemaécias-teste Al e B,
respectivamente;

2.1.4.4. Homogeneizar;

2.1.4.5. Centrifugar os tubos por 15 segundos a 3400 rpm;
2.1.4.6. Ressuspender delicadamente o botdo de hemécias formado;

2.1.4.7. Ler macroscopicamente as reacOes, em graus de aglutinagéo; interpretar e anotar 0s

resultados.

2.2. Recomendacoes
2.2.1. As amostras recentes devem ser processadas imediatamente ou armazenadas até dois dias

em geladeira de 2 a 8 °C, nunca congelar.

2.2.2. Todos os recipientes utilizados para a preparagdo dos reagentes devem ser completamente

limpos e enxaguados com agua destilada, antes do uso;

2.2.3. Os reagentes e amostras devem estar a temperatura ambiente (18 a 25°C antes de comecar
0 teste e podem permanecer a temperatura ambiente durante 0 mesmo;
2.2.4. Os reagentes devem retornar a temperatura entre 2 a 8° C apds 0 uso.
o Néo utilizar:
- Amostra hemolisada;
- Hemaécias-teste hemolisadas;
- Amostra com mais de 24 horas a temperatura ambiente;

- Geléia de Wharton em amostra de sangue de cordao umbilical,
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2.3.

2.3.1.

Reagentes fora do prazo de validade.

Acdes em caso de ndo conformidade

Em caso de resultados discrepantes entre as provas direta e reversa comunicar ao

responsavel pelo setor para resolucéo e liberacdo do resultado.

2.

2.1.

2.1.1.

Mapeamento

Né&o se aplica.

POP - DETERMINACAO DO FATOR RH D (TUBO)
Materiais Necessarios

Solucgéo de salina — 0,9%;

Soro anti - D;

Soro controle Rh do mesmo fabricante do soro anti - D;

Tubos de hemdlise.

Descricéo das tarefas
Passo-a-passo

Preparar uma suspensdo a 5% das hemécias a testar, em solu¢édo salina 0,9%; em um tubo

devidamente identificado,

2.1.2.

Identificar 2 tubos de hemolise D (teste) e C (Controle), com 0 nome e 0 nimero do

paciente/ doador;

2.1.3.

2.14.

Colocar no tubo D, 1 gota do soro anti - D e no tubo C, 1 gota controle Rh;

Acrescentar a cada tubo 1 gota de suspensdo a 5% de hem@cias a testar;




EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

2.1.5. Centrifugar os tubos por 15 segundos a 3400 rpm;

2.1.6. Ressuspender delicadamente o botdo de hemaécias;

2.1.7. Ler macroscopicamente a reacdo em graus de aglutinacéo;

Interpretacdo dos resultados:

e Presenca de aglutinagéo - Rh positivo;

e Auséncia de aglutinacdo - incubar os 2 tubos por 10 minutos em banho-maria a 37° C,

centrifugar e ler os resultados:

- Presenca de aglutinagéo - Rh positivo;

- Auseéncia de aglutinacdo - Rh negativo.

2.2. Recomendac0es

2.2.1. Usar o0s reagentes na temperatura adequada conforme a bula;
2.2.2. Descartar os materiais contaminados no Descarpack;

2.2.3. Trocar a salina a cada 7 dias com rétulo do prazo de validade.

2.3.  Agbes em caso de ndo conformidade
2.3.1. Em caso de resultado duvidoso, repetir o teste e se necessario, coletar nova amostra;

2.3.2. Caso o teste do controle de Rh apresente aglutinacdo, o teste é invalido, devendo-se

repetir a tipagem com o reagente Anti-D IgM (consultar o POP da técnica).

3. Mapeamento

N&o se aplica.
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IV. POP-DETERMINACAO DE D FRACO (GEL)
1. Materiais Necessarios

e Cartbes Diaclon Coombs anti-IgG (rabbit) ou cartdes LISS/COOMBS,;

e ID-Diluente 2 (LISS);

e Sangue total com EDTA,;

e Pipeta graduada;

e Ponteiras;

e Tubos para preparacdo das amostras;

e Centrifuga;

e [ncubadora.

2. Descricéo das tarefas

2.1. Passo-a-passo

2.1.1. Preparar a amostra (Suspensdo de hemacias):

2.1.1.1. Centrifugar o sangue total por 5 minutos;

2.1.1.2. Colocar no tubo 1000 pl do diluente 2 e 12,5 pl do concentrado de hemécias;

2.1.1.3. Homogeneizar.

2.1.2. ldentificar os microtubos do cartdio com nome e n° de identificacdo do paciente ou
doador;

2.1.3. Retirar o lacre do aluminio dos microtubos a serem utilizados (1 para cada determinagéo);
2.1.4. Pipetar 50 pl da suspensdo de hemacias no microtubo correspondente;

2.1.5. Pipetar 50 pl do DIACLON anti-D, no mesmo microtubo, cuidadosamente para ndo

encostar nas bordas;
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2.1.6. Incubar o cartdo a 37°C por 15 minutos;
2.1.7. Centrifugar o cartdo por 10 minutos;

2.1.8. Ler e anotar os resultados.

Interpretacdo dos resultados:

e Reacdo negativa: Rh negativo, D-fraco negativo;
e Reacdo positiva de 4 (+): Rh positivo;

e Reacdo positiva de 1 a 3 (+): Se adulto liberar Rh Positivo (D Fraco), em casos de RN

liberar como ‘Rh Positivo’.

Nota: N&o se libera resultado D Fraco em RN, apenas Rh Positivo ou Negativo.

2.2. Recomendactes
2.2.1. Quando o D. Fraco for POSITIVO de 1 a 3+, fazer o Coombs Direto da Amostra:
e Se 0 Coombs Direto for Negativo = D.FRACO POSITIVO

e Se 0 Coombs Direto for Positivo = TESTE INVALIDO, fazer o D.Fraco em tubo. Caso
o controle do Rh também dé positivo, o teste sera invalido e o resultado ndo podera ser
liberado. Nesse caso, deve ser feita uma investigacao.
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. Nao utilizar cartdes com o lacre de aluminio danificado ou com sinais de ressecamento.

2.3.  Agbes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Em caso de resultados duvidosos, lavar as hemacias e repetir o teste e se necessario, pedir

nova amostra.
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2.

2.1.

2.1.1.

devidamente identificado;

2.1.2.

2.1.3.

2.1.4.

2.1.5.

2.1.6.

Mapeamento

Né&o se aplica.

POP - DETERMINACAO DO ANTIGENO D FRACO (TUBO)
Materiais Necessarios

Solucdo salina — 0,9%;

Soro anti-D;

Soro controle Rh do mesmo fabricante do soro anti-D;

Soro antiglobulina humana monoespecifico (Soro de Coombs);
Hemé@cias teste sensibilizadas (Controle de Coombs);

Tubos de hemdlise;

Papel absorvente ou gaze;

Incubadora.

Descricéo das tarefas
Passo-a-passo

Lavar 10 gotas de concentrado de heméacias 3 vezes com salina 0,9%, em um tubo

Preparar uma suspensdo a 5% das hemacias lavadas, identificando-a corretamente;
Rotular 2 tubos D e C, com 0 nome ou himero do paciente/doador;
Colocar 1 gota de soro anti-D no tubo D e 1 gota de soro controle Rh no tubo C;

Adicionar 1 gota de suspenséo a testar em ambos 0s tubos;

Homogeneizar;
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2.1.7. Incubar a 37° C por 15 minutos;
2.1.8. Centrifugar os tubos por 15 segundos a 3400 rpm, e observar a presen¢a de hemolise no

sobrenadante;

2.1.9. Ressuspender delicadamente o botdo de heméacias formado e verificar a presenca de
aglutinacdo, com auxilio de lupa;
2.1.10. Interpretar e anotar os resultados em graus de aglutinagao;

2.1.11. Lavar 3 vezes com salina os tubos D e C decantando o sobrenadante, por inversao.
Ressuspender o botdo de hemécias a cada adicdo de salina. Ap6s o Ultimo procedimento,
decantar completamente o sobrenadante, por inversdo e enxugar a borda dos tubos com papel

absorvente;

2.1.12. Adicionar 2 gotas de soro de Coombs monoespecifico em ambos o0s tubos.

Homogeneizar;

2.1.13. Repetir os itens 2.1.8; 2.1.9 e 2.1.10;

Interpretacdo dos resultados:

e Se presenca de aglutinacéo - D fraco positivo;
e Se auséncia de aglutinagéo - D fraco negativo;

OBS.: Adicionar aos testes negativos, 1 gota de suspensdo de hemécias sensibilizadas
(Controcel), centrifugar e ler. A leitura devera ser positiva, confirmando que o teste foi negativo.

2.2. Recomendacdes
2.2.1. Usar os reagentes na temperatura adequada conforme a bula;
2.2.2. Descartar os materiais contaminados em recipientes contendo hipoclorito;

2.2.3. Trocar a salina a cada 7 dias com rétulo do prazo de validade.
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2.3. Acg0es em caso de ndo conformidade

2.3.1.

nova amostra.

VI.

2.

2.1.

2.1.1.
2.1.2.

2.1.3.
segmento da bolsa;

Em caso de resultados duvidosos, lavar as hemacias, repetir o teste e, se necesséario, pedir

Mapeamento

Né&o se aplica.

POP - PROVA CRUZADA EM LISS/ COOMBS (GEL)
Materiais Necessarios

Cartdes LISS/COOMBS;

ID-Diluente 2;

Pipeta graduada;

Ponteiras;

Soro ou plasma do paciente;

Sangue do segmento da bolsa do doador;

Centrifuga;

Incubadora.

Descrigao das tarefas

Passo-a-passo

Colocar os diluentes e amostras em temperatura ambiente por 10 minutos;
Escrever o nimero da amostra do doador e 0 nome do paciente no cartéo;

Colocar em um tubo de hemdlise identificado com o numero do doador o sangue do
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2.1.4. Centrifugar esta amostra;
2.1.5. Colocar em outro tubo de hemolise 1000 ul de ID diluente 2;

2.1.6. Acrescentar a este tubo 12,5 ul de hemécias do doador e homogeneizar;

2.1.7. Colocar no microtubo do cartdo 50 pl desta diluicdo, mais 25 pl do soro ou plasma do
paciente;

2.1.8. Incubar a 37°C por 15 minutos;

2.1.9. Centrifugar e ler.

Interpretacdo dos resultados:

REACAO POSITIVA - As hemécias estdo presentes na superficie ou na extensio da coluna de

gel e a PC é incompativel. Anotar o resultado em nimero de cruzes no livro de registro;

REACAO NEGATIVA — As hemécias estdo depositadas no fundo da coluna de gel e a PC é

compativel.

2.2. Recomendacdes

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

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. 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. Caso a Prova Cruzada tenha resultado POSITIVO, o PAI deverd ser POSITIVO e essa
amostra devera ser encaminhada ao HEMOAL para a analise do Painel de Hemacias. Este

sangue nao podera ser utilizado neste paciente incompativel,
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2.3.2.

Caso o PAI seja POSITIVO e a Prova Cruzada NEGATIVA, o sangue podera ser

aplicado se a transfusdo for urgente e ndo seja possivel aguardar o resultado do painel de

hemacias;

2.3.3.

Caso a Prova Cruzada seja incompativel com mais de 03 bolsas, fazer o COOMBS Direto

e 0 Auto-anticorpo desse paciente (possivel candidato a pulso terapia).

VII.

2.

2.1.

Mapeamento
Né&o se aplica.

POP - PROVA CRUZADA PELA TECNICA DO DIA-LISS (TUBO)
Materiais Necessarios

Centrifuga;

Tubos de hemdlise;

Reagente DIA LISS;

Soro do Paciente;

Hemaécias do doador;

Banho Maria a 37°C.

Descrigao das tarefas

Passo-a-passo

12 Fase: salina

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

2.14.

Identificar um tubo com o nome ou registro do paciente;
Colocar duas gotas do soro do paciente no tubo;
Adicionar uma gota de suspensdo de hemaécias a 5% do doador;

Homogeneizar e centrifugar por 20 segundos a 3.400 rpm;
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2.1.5. Ressuspender suavemente a suspensdo de hemdcias e observar a aglutinacdo com o
auxilio da lupa.

22 Fase: antiglobina (COOMBS)

2.1.6. Colocar quatro gotas de DIA LISS com pipeta de Pasteur (ndo utilizar o conta gotas do
reagente) no tubo e homogeneizar;

2.1.7. Incubar a 37°C por 5 minutos;

2.1.8. Lavar o tubo 3 vezes com salina e decantar na ultima lavagem;

2.1.9. Adicionar duas gotas de soro Anti-Humano ao tubo;

2.1.10. Homogeneizar e centrifugar por 20 segundos a 3.400 rpm;

2.1.11. Ressuspender suavemente e observar a presenca de aglutinacao;

2.1.12. Colocar uma gota do reagente controcel nos testes negativos e este deverd aglutinar,

confirmando que o teste é negativo.

Interpretacdo dos Resultados:

e INCOMPATIVEL: Presenca de aglutinago;
e COMPATIVEL: Auséncia de aglutinagio, deve aglutinar com o controcel.
2.2. Recomendactes
2.2.1. Utilizar os reagentes dentro do prazo de validade;
2.2.2. Qualquer duvida ler a bula do reagente
2.3.  Acdes em caso de ndo conformidade
2.3.1. Caso a prova cruzada apresente resultado compativel com o controcel, o problema foi na

lavagem mal sucedida e deve-se repetir o teste.

3. Mapeamento
N&o se aplica.
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VIIl. POP - TESTE DE COMPATIBILIDADE PRE-TRANSFUSIONAL (TUBO -
ALBUMINA 22%)
1. Materiais Necessarios

e Centrifuga;

e Banho Mariaa 37°C;

e Solucéo Salina - 0,9%);

e Albumina bovina a 22%;

e Soro Antiglobulina Humano Poliespecifico;

e Controcel;

e Amostra do paciente.

2. Descrigao das tarefas
2.1. Passo-a-passo
2.1.1. Cortar e despejar o contetdo do segmento da bolsa de sangue em tubo de hemolise

identificado com o nimero do doador;

2.1.2. Preparar uma suspensdo de 5% das hemécias do doador em salina a 0,9% em outro tubo

também devidamente identificado;

2.1.3. Identificar os tubos de hemélise 01 e 02 com o nimero da bolsa de sangue e 0 nome ou 0
numero do paciente;

2.1.4. Colocar em cada tubo 02 gotas de soro fresco do paciente;

2.1.5. Acrescentar 01 gota da suspensdo de hemacias do doador aos tubos 01 e 02;

2.1.6. Adicionar 02 gotas de albumina bovina a 22% ao tubo 01,

2.1.7. Centrifugar os dois tubos por 15 segundos a 3400 rpm ou 1 a 1200rpm;
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2.1.8. Observar a presenca de hemolise no sobrenadante;
2.1.9. Ressuspender delicadamente o botdo de hemécias formado e verificar a presenca de
aglutinacdo no espelho céncavo do visor de aglutinacéo;

2.1.10. Interpretar e anotar os resultados em graus de aglutinagao;

2.1.11. Incubar as reac¢des por 30 minutos em banho-maria a 37°C;

2.1.12. Repetir os itens 2.1.7, 2.1.8, 2.1.9e 2.1.10;

2.1.13. Lavar trés vezes com salina, decantando totalmente o sobrenadante, por inversao, apos
cada lavagem. Ressuspender o botdo de hemécias formado a cada adi¢do de salina;

2.1.14. Ap6s a Ultima lavagem, enxugar a borda do tubo invertido com papel absorvente;

2.1.15. Adicionar ao tubo 1 e 1l 2 gotas de soro antiglobulina humana poliespecifico;

2.1.16. Homogeneizar;

2.1.17. Repetir os itens 2.1.7, 2.1.8, 2.1.9 e 2.1.10;

2.1.18. Adicionar ao teste negativo, 1 gota de suspensdo de hemaécias sensibilizadas (Controle de

Coombs) Controcel;

2.1.19. Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm e ler;

2.1.20. Interpretar e anotar os resultados.

Interpretacdo dos resultados:

PROVA CRUZADA INCOMPATIVEL = Presenca de hemdlise e/ou aglutinacdo nos tubos 1

e/ou 2, em qualquer uma ou em todas as fases do teste;

PROVA CRUZADA COMPATIVEL = Auséncia de hemdlise e/ou aglutinacdo nos tubos 1

e/ou 2, em todas as fases do teste.
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2.2. Recomendagdes
2.2.1. Usar soro e ndo plasma;
2.2.2. N&o utilizar amostra hemolisada;

2.2.3. Manter o soro do paciente até 48hs em geladeira 02 a 6°C.

2.3. AcOes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Prova cruzada compativel que ndo aglutine com o controcel, indica lavagem mal sucedida

e o teste deve ser repetido.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.

IX. POP - PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES (PAI) EM LISS/COOMBS
(GEL)

1. Materiais Necessarios
e Cartdes LISS/COOMBS;
e ID-Diluente 2 (LISS);
e Hemacias testes | e II;
e Soro ou plasma do paciente/doador;
e Pipeta graduada;
e Ponteiras;
e Centrifuga;

e Incubadora.
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2.

2.1.

2.1.1.

2.1.2.
2.1.3.
2.1.4.
2.1.5.

2.1.6.

Interpretacdo dos Resultados:

Descricdo das tarefas
Passo-a-passo
Colocar os diluentes e amostras em temperatura ambiente por 10 minutos;

Identificar a amostra no cart&o;

Pipetar 50 pl das hemécias testes nos respectivos microtubos;
Adicionar 25 ul de soro ou plasma aos microtubos I e II;
Incubar a 37°C por 15 minutos;

Centrifugar e ler.

REACAO POSITIVA - As hemécias estdo presentes na superficie ou na extensio da coluna de
gel. Classificar areacdo de 1 a 4 +;
REACAO NEGATIVA — As hemacias est&o depositadas no fundo da coluna de gel.

OBS.:

com o formulario preenchido, para identificacdo do (s) anticorpo ().

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.3.

3.2.1.

Caso a amostra apresente resultado POSITIVO, encaminha-la ao HEMOAL, juntamente

Recomendacbes

S6 utilizar os reagentes e cartdes apds aprovados no CQI;

Verificar a validade dos reagentes;

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

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

Acoes em caso de ndo conformidade

Em caso de resultados duvidosos, repetir o teste e, se necessario, pedir nova amostra.




EBSERH

HOSPITAIS UNIVERSITARIOS FEDERAIS

3.

X.

DIA LISS

2.

2.1.

12 Fase: salina
2.1.1.
2.1.2.
2.1.3.
2.14.

2.1.5.

Mapeamento

Né&o se aplica.

POP - PESQUISA DE ANTICORPOS IRREGULARES (PAI) PELA TECNICA

Materiais Necessarios
Tubos de hemdlise;
Centrifuga;

Reagente DIA LISS;

Soro do paciente ou doador;
Hemécias de triagem;
Banho Maria a 37°C;

Soro de antiglobulina humana.

Descricéo das tarefas

Passo-a-passo

Identificar 2 tubos I e 11 com 0 nome ou registro do paciente ou doador;

Pipetar 2 gotas de soro do paciente ou doador nos tubos I e II;

Adicionar uma gota do TRIACEL I no tubo | e uma gota do TRIACEL 11 no tubo II;
Homogeneizar e centrifugar por 20 segundos a 3.400 rpm;

Ressuspender a suspensao de hemacias suavemente e observar a aglutinacdo com a lupa.
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22 Fase: antiglobina (COOMBS)
2.1.6. Colocar quatro gotas de DIA LISS no tubo I e no tubo Il com a pipeta de Pasteur (ndo

utilizar o conta gotas do reagente) e homogeneizar;

2.1.7. Incubar a 37°C por 5 minutos;

2.1.8. Lavar os dois tubos trés vezes com salina e decantar o sobrenadante na Gltima lavagem;
2.1.9. Colocar duas gotas do soro Anti-Humano nos tubos I e II;
2.1.10. Homogeneizar e centrifugar por 20 segundos a 3.400 rpm;

2.1.11. Ressuspender a suspensdo de hemacias suavemente e observar a presenca de aglutinagdo

com a lupa;

2.1.12. Colocar uma gota do reagente controcel nos testes negativos e este deverad aglutinar,

confirmando que o teste é negativo.

Interpretacdo dos resultados:

POSITIVO: Presenca de aglutinacao;

NEGATIVO: Auséncia de aglutinacao.

2.2. Recomendactes
2.2.1. Utilizar amostra em até 48h ap0s coleta;

2.2.2. Encaminhar com a solicitagdo ao Hemoal para painel de hemécia.

2.2.  AcOes em caso de ndo conformidade

2.2.1. Em caso de resultados duvidosos, repetir o teste e, se necessario, pedir nova amostra.
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2.2.2. E raro, mas pode ocorrer de o paciente apresentar o PAI negativo e a Prova Cruzada
positiva. Enviar a amostra do paciente ao Hemoal para ser feito o painel de hemaécias

(justificando que apresentou prova cruzada incompativel).

XI.

2.

2.1.

12 Fase: salina - leitura imediata
2.1.1. Rotular 2 tubos de hemolise I e 11, com 0 nome do paciente;

2.1.2. Colocar 2 gotas do soro a ser testado em cada tubo;

2.1.3. Adicionar aos respectivos tubos, 1 gota de hemacias testes I e Il;

Mapeamento

Né&o se aplica.

POP - COOMBS INDIRETO COM ALBUMINA A 22% EM TUBO
Materiais Necessarios

Solucéo salina — 0,9%;

Suspensdo de hemacias teste | e Il fenotipadas (Triacel 1 e I1);

Albumina bovina 22%;

Soro antiglobulina humana (poliespecifico);

Hemé@cias testes sensibilizadas (Controcel);

Soro do paciente;

Tubos de hemdlise;

Papel absorvente ou gaze.

Descricao das tarefas

Passo-a-passo
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2.1.4. Homogeneizar;
2.1.5. Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm;
2.1.6. Observar a presenca de hemolise no sobrenadante;

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

aglutinacdo, com ajuda de uma lupa.

2% Fase: proteica - leitura imediata
2.1.8. Adicionar 2 gotas de albumina bovina a 22% aos tubos I e II;

2.1.9. Repetirositens 2.1.5,2.1.6 e 2.1.7,

2.1.10. Observar a presenca de hemolise ou aglutinacao.

3% Fase: protéica a 37 °C
2.1.11. Incubar as reacgdes dos tubos I e 1l por 15 a 30 minutos, em banho-maria a 37° C;

2.1.12. Repetir os itens 2.1.5, 2.1.6 e 2.1.7,;

2.1.13. Observar a presenca de hemolise ou aglutinacao.

42 Fase: antiglobulina humana

2.1.14. Lavar 3 vezes com salina, as reacGes contidas nos tubos | e Il decantando totalmente o

sobrenadante, por inversdo, apds cada lavagem;

2.1.15. Ressuspender o botdo de heméacias formado a cada adicdo de salina. Apos a Ultima

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

2.1.16. Adicionar aos tubos 2 gotas de soro antiglobulina humana poliespecifico;
2.1.17. Repetir os itens 2.1.5, 2.1.6 e 2.1.7,;

2.1.18. Observar a presenca de hemolise ou aglutinacao.
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2.1.19. Colocar uma gota do reagente controcel nos testes negativos e este deverd aglutinar,
confirmando que o teste é negativo;

2.1.20. Centrifugar por 15 segundos a 3400 rpm e ler;

2.1.21. Interpretar e observar os resultados.

Interpretacdo dos resultados:

e Presenca de hemdlise e/ou aglutinacdo nos tubos I e Il em qualquer uma ou em todas as

fases = Coombs indireto positivo;

e Auséncia de hemolise e aglutinacdo nos tubos I e Il em todas as fases = Coombs indireto

negativo.

2.2. Recomendactes
2.2.1. SO utilizar soro e ndo o plasma;

2.2.2. Manter amostra armazenada até 48h em geladeira 2 — 4°C.

2.3. Ac0es em caso de ndo conformidade

2.3.1. Nos testes com resultados negativos, a reacdo com hemacias sensibilizadas deve ser
positiva, caso contrario repetir o teste.

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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XIl.  POP - PESQUISA DO ANTIGENO ‘D’ ATRAVES DO REAGENTE ANTI-D IGM
EM TUBO
1. Materiais Necessarios
e Tubo de hemdlise;
e Centrifuga;
e Pipeta;
e Anti— D salino.
2. Descricéo das tarefas
2.1. Passo-a-passo
2.1.1. Fazer uma suspensédo de hemécias a 5%;
2.1.2. Colocar 1 gota desta suspensdo em um tubo de hemolise;
2.1.3. Acrescentar 1 gota do reagente anti — D IgM;
2.1.4. Homogeneizar e centrifugar durante 15 segundos a 3.400 rpm;
2.1.5. Ressuspender o botdo de hemacia delicadamente e observar a presenca de aglutinacéo ou

Nota: Anti-D IgM n&o usa controle Rh

Interpretacdo dos resultados:

nao.

2.2.

2.2.1.

aglutinacéo.

-Presenca de aglutinacdo = Rh positivo (+);

Auséncia de aglutinacdo = Rh negativo (-).

Recomendacdes

Realizar o teste apenas nos doadores / pacientes que apresentam controle Rh com
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2.3.  Acgdes em caso de ndo conformidade

2.3.1. Em caso de resultados duvidosos, repetir o teste e, se necessario, pedir nova amostra

3. Mapeamento

Né&o se aplica.
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