Curso de Boas Praticas no Ciclo do Sangue

Triagem laboratorial —
Imuno-hematologia do doador



muno- hematologla conceitos basicos

Estudo dos genos presente s hemacias, dos anticorpos correspondentes e de
signific d I

Estuda:

O presenca de antigenos nos gldbulos vermelhos e anticorpos no sangue.
O interagao entre estes antigenos e anticorpos.

O grupos sanguineos.

O selecdao de sangue de doadores

O transfusao sanguinea.

O incompatibilidade e reagao transfusional.

Relacionada a trés disciplinas:
O Imunologia
O Genética

O Bioquimica
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Determinado pela presenca de ou auséncia dos antigenos A e B nas
hemacias
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Sistema ABO - Antigenos

Podem ser detectados nas hemacias de embrides na 52 semana de gestacao.
Expressao maxima aos 2 a 4 anos de idade

Antigenos A e B sao definidos trés epitopos de acucar terminal ligados a
glicolipidios (~¥10%) e glicoproteinas (~90%)

Expressdao dos antigenos pode estar enfraquecida durante a gravidez, em
neonatos e idosos

Distribuicdo em hemadcias, leucdcitos, plaquetas e nas secrecdes (fendtipo
secretor), além de ampla distribuicao em outros tecidos



Sistema ABO - Anticorpos

IgM é mais comum que IgG

Detectados normalmente em temperatura ambiente. Formados do 32 ao 62
més de vida

Podem fixar complemento e causar hemdalise in vitro

Formacao surge apods contato com substancias no intestino e
enterobactérias: anticorpos regulares

Podem causar RTH e DHFRN
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Sistema Rh

Segundo sistema de maior importancia em Medicina Transfusional
ISBT 004

Descrito em 1940 por Landsteiner e Wiener

Sistema altamente imunogénico e complexo, com varios polimorfismos
Atualmente possui 54 antigenos (ISBT 2015)

Antigeno D é o mais imunogénico do sistema Rh

Colecao de epitopos ao longo da proteina RhD (30 ou mais)



DHFRN: fenotipagem RhD, uso de imunoglobulina anti-D, genotipagem fetal

pacientes politransfundidos, Doenca Falciforme, D variantes

Combinacao de técnicas sorolégicas e moleculares
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Sistema Rh

Reagentes policlonais: geralmente 1gG, produzidos a partir de anticorpos de
mulheres sensibilizadas em gestacdes ou em voluntarios hiperimunizados.

1980: inicio da producao de monoclonais
Atualmente varios reagentes anti-D no mercado: IgM, 1gG, 1gM/IgG

Teste doadores de sangue # teste receptores de sangue
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Imuno-hematologia: Hemaglutinacao

Meétodo baseada na interacao de anticorpos especificos que reconhecerao
antigenos na superficie dos eritrocitos, causando aglutinacao das hemacias.

Pode ser realizada por diferentes técnicas:

* Tubo;
* Microplaca;
* Coluna de aglutinacdo / gelcentrifugacao
* Fase sdlida .
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Técnica em microplacas

-

Reacao Negativa Reacao Positiva
Auséncia de Presenca de
aglutinacao aglutinacao

Hemacias Hemacias

dispersas agregadas



Coluna de aglutinagdo / gelcentrifugacao

Resultado positivo
* Presenca de Aglutinacao
* Interacgao antigeno-anticorpo

Resultado negativo
* Auséncia de Aglutinacao
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DE JUNHO DE

Testes imuno-hematologicos para qualificacao do doador

Art. 82. Os testes imuno-hematolégicos para qualificacao do doador devem
ser realizados a cada doacao, independentemente dos resultados de
doacdes anteriores, segundo critérios estabelecidos pelo Ministério da
Saude, sendo obrigatorios:

| - tipagem ABO;

Il - tipagem RhD; e

Il - pesquisa de anticorpos anti-eritrocitarios irregulares (PAl).

Paragrafo unico. Nos protocolos do servico de hemoterapia, devem constar
outros testes realizados nas amostras de sangue dos doadores, tais como
fenotipagem para outros antigenos de sistemas eritrocitarios adicionais,
testes de hemolisina, investigacao de subgrupos de Al e B e a identificacao
de anticorpos irregulares
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Testes imuno-hematologicos para qualificacao do doador

Art. 83. Para a tipagem ABO, é obrigatoria a realizacao de provas direta e
reversa.

Paragrafo unico. O servico de hemoterapia deve estabelecer procedimentos

para resolucao das discrepancias na tipagem ABO direta e reversa e tipagem
RhD, comparando com resultados anteriores.
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Fenotipagem ABO

Prova direta Prova reversa

Pesguisa de antigenos Pesquisa de anticorpos
( q g ) q pos) interpretacao

Anti-A Anti-B Cel. A4 Cel. B Cel. O Grupo ABO

0 0 + + 0 0
- 0 0 - 0 A
0 + -+ 0 0 B
- - 0 0 0 AB

0 0 + + + Bombay*
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Testes imuno-hematologicos para qualificacao do doador

Art. 84. O controle da tipagem RhD deve ser sempre efetuado em paralelo,
utilizandose soro-controle do mesmo fabricante.

§ 12 No caso de utilizacao de antissoros anti-D produzidos em meio salino,
sem interferentes protéicos, o uso do soro-controle na reacao é dispensavel.
§ 22 Se a reacao com o soro-controle de RhD for positiva, o

hemocomponente sé deve ser rotulado e liberado para uso apds a resolucao
do problema.

Fabricanta Fabricante



Curso de Boas Praticas no Ciclo do Sangue

RDC n? 34, DE 11 DE JUNHO DE 2014

Testes imuno-hematoldgicos para qualificacao do doador

Art. 85. Quando a reacao para a presenga do antigeno RhD resultar negativa,
deve ser efetuada a pesquisa do antigeno D-fraco, utilizando-se um ou mais
antissoros anti RhD, sendo obrigatoria a utilizacdo de pelo menos 1(um)
deles com anticorpo da classe IgG.

Fabricante Fabricante
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Testes imuno-hematologicos para qualificagcao do doador

Maioria das células D+ possui uma proteina D convencional

Mais de 100 alelos RHD que codificam alteracdes na proteina foram
reportados: D fraco, D parcial, D, . Cerca de 1 a 2% de fendtipos D variantes

em caucasianos

RhD Fraco: Numero reduzido de proteinas RhD na membrana

RhD Parcial: Perda de epitopos na proteina RhD

2 4 2 B



o Ciclo do Sangue

Tes h ematoldgicos para qualificacao do doador
Art 0. Caso a pesquisa do antigeno D-fraco resulte pos
bolsa de sangu h emocomponente deve ser etiquetada como “RhD positivo”.
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Pesquisa de anticorpos irregulares - PAI

Finalidade de detectar no soro ou plasma da amostra em teste os anticorpos
irregulares presentes contra os antigenos (conhecidos) das hemacias de
triagem;

Baseia-se na reacao de aglutinacao ou hemolise de hemacias de triagem em
presenca do soro ou plasma do doador ou receptor de sangue.

Pesquisa de anticorpos irregulares
cl]D|Ela|C*"|M|N|S)|s|Pi|K]Lea|Leb | Fya | Fyb | Jka | Jkb

+ |-+ -<|+| -1+ -1+ +0-0+| -1+« -1 -1+

+l+|+]-!-1-1+1-1+}-01+1 -1 01+ | -1+

-




RDC n? 34, DE 11 DE JUNHO DE 2014

Testes imuno-hematologicos para qualificacao do doador

Art. 87. A investigacao de hemoglobina S deve ser realizada em todos os doadores de
sangue, pelo menos na primeira doacao. Paragrafo unico. Os hemocomponentes
eritrocitarios de doadores com presenca de hemoglobina S devem ser etiquetados como tal.

RhD Positive

Positiva

Nln 2  hn nnnnnnni  ,n, ;_inkg
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Hemoglobina S

A anemia falciforme é a doenca hereditaria monogénica mais comum do
Brasil. A causa da doenca é uma mutacao de ponto (GAG->GTG) no gene da
globina beta da hemoglobina, originando uma hemoglobina anormal,
denominada hemoglobina S (HbS), ao invés da hemoglobina normal
denominada hemoglobina A (HbA). Esta mutacao leva a substituicao de um
acido glutamico por uma valina na posicao 6 da cadeia beta, com
consequente modificacao fisicoguimica na molécula da hemoglobina. Em
determinadas situacoes, estas moléculas podem sofrer polimerizacao, com
falcizacao das hemacias, ocasionando encurtamento da vida média dos
globulos vermelhos, fendmenos de vasooclusao e episddios de dor e lesao
de orgaos.

: Manual de Diagndstico e Tratamento de Doen
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cas Falciformes. ANVISA 2002



Portaria MS n2 158 DE 04 DE FEVEREIRO DE 2016
E squema Genético )
os Progenitores com Traco de Anemia Falciforme (AS) . . st )

Pesquisa da hemoglobina S

Principais métodos:

O eletroforese de hemoglobinas;
O teste de solubilidade;

O gelcentrifugacao;

O cromatografia liquida.
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Testes imuno- hematologlcos para qualificacao do doador

Art. 142. E obrigatdria a pesquisa de hemoglobina S nos doadores de sangue, pelo menos, na
primeira doacao. § 12 Os componentes eritrocitarios de doadores com pesquisa de
hemoglobina S positiva conterdao esta informacao no seu rotulo, sem necessidade de descarte
dos mesmos.

§ 22 Os componentes de que trata o § 12 nao serao desleucocitados e nem utilizados em
pacientes:

| - com hemoglobinopatias;

Il - com acidose grave;

Il - recém-nascidos;

IV - de transfusao intrauterina;

V - de procedimentos cirurgicos com circulacao extracorporea;

ou VI - com hipotermia.

§ 32 O doador que apresentar pesquisa de hemoglobina S positiva serd orientado e
encaminhado a servico assistencial para avaliacao clinica, se for o caso.
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DE JUNHO DE 2014

Testes imuno-hematologicos para qualificacao do doador

Art. 88. Os hemocomponentes nao devem ser etiquetados e liberados para
utilizacao antes de serem resolvidas quaisquer discrepancias nos resultados dos
testes imunohematoldgicos, mantendo-se os registros das condutas adotadas.

RhD ??7?



Discrepancias encontradas nos testes imuno-hematologicos

“Falta de compatibilidade ou similaridade entre dois ou mais fatos”.
Discrepancias relacionadas ao teste: Isto & realmente con f uso!!

O Fenotipagem ABO;
O Fenotipagem RhD;

O Pesquisa de anticorpos irregulares;
O Prova cruzada;
O Fenotipagem eritrocitaria;

O Reacao negativa apos a adicao do reagente de
O hemacias para controle dos testes de Coombs.

Discrepancias com resultados anteriores
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Testes imuno- hematologlcos para qualificacao do doador

Art. 127. Sera realizado o controle de qualidade de reagentes em imuno-hematologia.

§ 12 Os reagentes devem ser armazenados de acordo com as instrucdes do fabricante,
devendo ser evitada, ao maximo, a permanéncia do reagente fora das temperaturas
indicadas para seu armazenamento.

§ 22 O servico de hemoterapia realizara controles de qualidade em cada lote e remessa
recebidos para comprovar que os reagentes estao dentro dos padroes estabelecidos e
gue nao foram alterados durante o transporte.

§ 32 Para as analises do controle de qualidade, recomenda-se seguir os padrdes
presentes no Anexo VIl a esta Portaria.

§ 42 No caso de antissoros de origem monoclonal, é indispensavel a identificacao na
bula, do clone celular utilizado para producao pelo fabricante.
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Testes imuno- hematologlcos para qualificacao do doador

Art. 127. Sera realizado o controle de qualidade de reagentes em imuno-
hematologia.

§ 52 Serdo verificadas, periodicamente, possiveis alteracdes durante a manipulacao
ou armazenamento dos reagentes no servico de hemoterapia, utilizando protocolos
definidos pelo servico.

§ 62 Os resultados dos controles devem ser registrados para acompanhamento do
desempenho dos produtos.

§ 72 Serao estabelecidas medidas corretivas quando forem detectadas
anormalidades no processo do controle de qualidade em imuno-hematologia.
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Portaria MS n? 158 DE 04 DE FEVEREIRO DE 2016

AAAAAAAA
TROLE DE QUALIDADE DOS REAGENTES DE IMUNO-HEMATOLOGIA - PARAMETROS

A. Inspegio dos reagentes:
Parimetros Especificagdes Freguéncia
Avaliagio do rotulo Mome do fabnicante, nome e A cada lotefremessa

procedimentos técnicos,




Inspecao laboratorial dos reagentes - Conceitos

bId de - capacidade do reagente de aglutinar, reagir ou se unir com o antigeno ou o

O espec f d de - capacidade do reagente de aglutinar especificamente apenas com o antigeno ou o
anticorpo espondente;

O intensida d d aglutinagao - € o grau com que o anticorpo é capaz de aglutinar, reagir ou se unir ao
antigeno;

O avidez - é determinada pela velocidade e grau com que o anticorpo é capaz de aglutinar, reagir ou
S ir ao antigeno;

O titulo - é avaliado através de reacdes obtidas em diluicdes seriadas do antissoro na razao 2 contra
hemacias especnc ||||| O titu I é d finido na dltima dI uicdo que apresenta intensidade de
aglutinacao de 1+ esponde Iorm o da mesma;

O escore: sistema d e gra d g o par h maglutinacao. A soma dos graus de aglutinacao
obtidos em uma titulacao repre
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Portaria MS n2 158 DE 04 DE FEVEREIRO DE 2016

C - Inspegdo laboratorial dos reagentes: Hemacias "A" e "B"
Parimetros Especificacies Frequéncia

Poténcia; intensidade de Pode ser avaliada pela A cada lotefremessa
aglutinagio intc_nsdal:l: de aglutinagdo

intensidade minima de

empilhamento (“rouleaux™).
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- Inspe¢do laboratorial dos reagentes: Antissoros anti-A,
Fm'mn:u'm Especificagies Frequéncia

Poténeia: intensidade de Deve ser avaliada por meioda A cada lotefremessa Poténcia; avidez | E avaliada pela medida do tempo | A cada lotefremessa
thlrl.a.q:iu intensidade da aglutinagio do nire 5 adicdo do sor
sore ndo diluide com hemacs macias testes e a identificas
contendo o antigeno MAacroscopica inici
comrespondente. Testar os soms aglutinagio. Testar os soros anti
anti-A, -B, -AB com hemacias A__B‘}‘;AE
5%a) com hemacias (suspensio
uunm m'ltlgmquc 2% que contenham
ntes. Ver de antigenos cormespondent
mzpm‘d n:su}t.nm:lls::lrrm:ﬂ:|l padrio de avahagdo
quadro [ 1. resultados no quadro D1,
Poténcia; titulo E determinado wtilizando A cada lote/remessa Especificidade Pode ser avalinda pela A cada lotefremessa
iluigdes em série dos antissoros capacidade do anticorpo
1/1 até 1/2048) colocando-os reconhecer apenas
contato com hemacias que ANtZENos Crirocitarios
contenham os antigenos complementares, Testar os soro
comespondentes. anti-A, -B ¢ -AB com hemac
Testar os soros anti-A, -B, -AB "0"
com hemacias (suspensio a 3- (suspensio a 3-5 deve
5% que contenham os antigenos haver aglutinagdo, visto que ndo
entes. Ver de antigena especi

mdm lﬁsuhadﬁc:]:n omove-la nos iesics realizados,
puadro
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Portaria MS n2 158 DE 04 DE FEVEREIRO DE 2016

[3.1. Parametros de Intensidade de aglutinacio e titulo esperados para os antissoros anti-A, -B e -AH

Intensidade
Heagentes de minma de Avidez [ suspensio
Amtissoros hemacias aglutinacio sem de hemacias Triulo
utilrzados® dilugdo do a%a)
BNRISSOT
Antr-A Al 3+ ate 15" 256
Cor: Azul A2 2+ ate 0" 128
AlB 3+ ate 30" 128
A2H 2+ ate 45" 4
Ant-B B i+ ate 15" 256
Cor: Amarela AlB 3+ ate 15" 256
Ant-AB Al i+ até 15" 256
Cor: Incaler AlB 3+ até 15" 256
B 3+ até 15" 256
A2 i+ ate 30¢ 125

* no mimmo 3 hemacias de cada fendtipo.
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Portaria MS n2 158 DE 04 DE FEVEREIRO DE 2016

(1. Inspecio laboratonal dos reagentes: Salina, L1SS, albumina bovina e enzimas proteoliticas
Reagentes Especificacies Frequéncia

Salina Mio pode promover hemalise ¢ | didrna

aglutinagdo de hemacias ndo
sensibilizadas nos testes iImuno-

Venficar pH cujos valores a cada lote/fremessa
permitidos sdo de 6,0 a 8.0
LISS Mio pode promover hemalise ¢ | didrnia
aglutinagdo de hemacias nio

sensibilizadas nos testes muno-

Verificar pH cujos v alores a cada lote/remessa
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H. Inspecdo visual das colunas de aglutinagdo:
ncIH:adurﬁ Especificagies Frequéncia
icrotubos com gel ou pérolas | Totalmente sedimentados, aspecto | diana

Cthservagbes:

1) todos os testes de controle de qualidade de reagentes d r registrados em formulianios especificos.
Estes devem informar o nome do reagente, fabricante, Ldadﬁ,n:sulm:lmdmtﬁtﬂ ¢ responsavel
pela execugdo do teste;

2) os reagentes que esti \rﬂmnl-'m'a:hs:sptc icaghes técnicas descritas ac n.iudr.'-' ser utilizados na
rotina. Registrar as ndo conformidades e investigar as causas das i

J}I:cmn:ru:h—s:q SETVIC d-:hmnul:rap: que v dl:ﬂrﬂnnutmsrcag:m:sﬂ]ahurcmpm-mdmtmnid:
controle de qualidade, porém sem carater obngatorio
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Testes complementares Fenotipagem eritrocitdria

Art. 124. E recomendada a realizacdo da fenotipagem de antigenos eritrocitarios dos

sistemas Rh (D, C, ¢, E, e) e Kell (K1) nas amostras de sangue de doadores, conforme as
demandas do servico de hemoterapia.

Fenotipagem CDE: teste com soros anti-CDE, anti-C e anti-E
Fenotipagem Rh + Kell: teste com soros anti-C, -c, -E, -e, -K

Fenotipagem estendida: teste com soros contra outros sistemas de grupos sanguineos, como

anti-Fy?, -Fy®, -Jk3, -Jk®, -S, -s, etc. ! ! !

Anti-CDE Anti-C




Identificacao de anticorpos irregulares — Painel de hemacias

Anticorpos irregulares (Al) podem ser detectados em qualquer teste em que
se utiliza soro ou plasma do paciente, como: prova reversa ABO, PAI, prova
cruzada e também ao testar eluato. Uma vez detectados, os Al devem ser

identificados e seu significado clinico conhecido

Verificar as fases de reatividade quando da deteccdao do anticorpo pode
predizer a especificidade

Conhecer todos os reagentes utilizados e disponiveis para proceder a IAl

O painel de hemacias € a técnica padrao para a identificacao de anticorpos
irregulares.



Identificacao de anticorpos irregulares — Painel de hemacias

Os resultados do painel de hemacias sao interpretados como positivos ou
negativos baseados na presenca ou auséncia de aglutinacao em cada uma
das células

O diagrama que acompanha o painel de hemacias orienta a determinacao da
especificidade dos anticorpos presentes no soro ou plasma em teste. Nas
colunas estao listados os antigenos de grupos sanguineos mais importantes
na pratica transfusional e as linhas registram o perfil antigénico de cada
hemacia utilizada como reagente. Deve-se entao, verificar qual o (s) antigeno
(s) comum entre essas hemacias.

No final do processo, todos os resultados positivos e negativos devem ser
justificados nas diferentes fases para a conclusao final: relacao de anticorpos
identificados, excluidos e “mascarados”.



Identlflcagao de anticorpos irregulares — Painel de hemacias

Sl B P K[k |®p| kel fdsl]dso] B | Bxc TLle | Lee [M] N[ S| s| P [ L] 1S | 37 | AHG| cC
Nurmber
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Testes complementares Pesquisa de hemolisinas

Art. 123. E recomendada a realizacdo do teste de hemolisina para transfusdes de plaguetas ndo
isogrupo utilizando-se um método qualitativo com incubacao a 372C (trinta e sete graus Celsius).

Paragrafo unico. Componentes sanguineos com resultados de hemolise total ou parcial devem
ser evitados em transfusdes nao isogrupo.

1 1IN A

Positiva



\
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RDC n2 34, DE 11 DE JUNHO DE 2014

Controle de qualidade de reagentes e testes laboratoriais

Art. 105. O servico de hemoterapia que execute te t Ib atoriais deve realizar Controle de Qualidade

Interno (CQI) utilizando amostras de controles adic aosf d s pelo fabricante do reagente
em uso e de acordo com um pI d e procedime t S previamente I borado e validado, contendo as
especific g(”)es dos criterlosd eitacao

§ 12 As amostras controle d em ser monitoradas diariamente de acordo com o definido pelo
Ministério da Sadde

§ 22 Ca ontroles J am produzidos pelo p p 'c; de hemoterapia, estes devem ser
caracteri d validados previamente, mantendo- registro

§ 32 Os resulta d do CQI d em ser analisad riticamente e, quando estiverem fora dos critérios
predefin d s, devem adotadas acoe retivo-preventivas para evitar resultados incorretos,
mantendo-se os registro d sultados d onfo md d e das medidas d tadas

§4°0 supervisor técnico ou pessoa por ele d signa d deve monito sultados do COJ.
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Controle de qualidade interno

E o controle realizado diariamente a cada lote de testes e para cada técnica
utilizada no laboratodrio

Tem como objetivo avaliar a reprodutibilidade do teste, a performance dos
reagentes, a metodologia e as técnicas utilizadas
Avalia:

O O que o técnico faz

O Os processos

O Os reagentes em uso

( Qualidade )
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Controle de qualidade interno

Como é realizado?
Sao controles conhecidos inseridos na rotina diaria (manual ou automatizada)
Podem ser:
O Adquiridos comercialmente
O Produzidos e padronizados criteriosamente no laboratério, utilizando amostras de
doadores ou receptores de sangue, ou ainda reagentes comerciais preparados
para uso no CQl.
- Uso de amostras (soro/plasma e hemdcias) com caracteristicas conhecidas
- Que apresentem reprodutibilidade e estabilidade determinadas
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RDC n? 34, DE 11 DE JUNHO DE 2014

Controle de qualidade de reagentes e testes laboratoriais

Art. 106. O servico de hemoterapia que realize testes laboratoriais deve
participar regularmente de programas de avaliacao externa da qualidade
(AEQ) para todos os testes realizados, a fim de assegurar a exatiddo e a
confiabilidade dos resultados obtidos.

Paragrafo unico. Os resultados de desempenho do servico de hemoterapia

na avaliacdo externa da qualidade devem ser analisados criticamente,
mantendo-se os registros das e das medidas corretivo preventivas adotadas.
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Controle de qualidade externo

Determina o desempenho do laboratorio

Espera-se completa conformidade dos resultados: 100% de acertos

Resultados discordantes do esperado deverao ter suas causas analisadas e medidas
corretivas deverao ser implementadas

Os ensaios deverao ser realizados nas mesmas condicoes e com 0S mesmos
procedimentos adotados na rotina laboratorial

Como?

O Programas de proficiéncia
O Comparacao interlaboratorial ®e
[ X X
9%
o : x i Avaliagéo Externa |
CQE Teodrico oportuniza a busca pela educacao continuada g AEQ
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centro estadual de
vigilincia em sam

Everaldo José Schorner

Hemocentro de Santa Catarina — HEMOSC
Av. Othon Gama D’ega, 756

CENTRO ESTADUAL DE VIGILANCIA EM SAUDE _ _
Florianépolis / SC

DIVISAO DE VIGILANCIA SANITARIA
SETOR SANGUE, OUTROS TECIDOS, CELULAS E ORGAOS

Avenida Ipiranga, 5400
Jardim Botanico  Porto Alegre/RS everaldo@fns.hemosc.org.br <L ANVISA
Fone: (51) 32884088 —email: sangue@saude.rs.gov.br (48) - 32519171 _I I~ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
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