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1. Determinacao do Grupo ABO

A descoberta do sistema ABO por Landsteiner, em 1901, marcou o inicio das transfusées
de sangue seguras. Os antigénios ABO, embora fundamentais em relagdo as transfusdes,
também sdo expressos na maioria das membranas endoteliais e epiteliais e sdo importantes

antigénios de histocompatibilidade.

Blood Type Type O
[genotype) (00)
Red Blood

=% -
Cell Surface | @ ‘
Proteins o -t g
(phenotype)

A agghtinogens only | B agglutinogens only | A and B aggutinogens | No agglutinogens
T T 1

-
- 5 *
Plasma } & /I/ #
Antibodies . q 0
{phenotype) ‘ i 4’2‘5 .
&
b agglutinin anly a agglutinin anly No agglutinin a and b agglutinin

Figura 1 —Antigénios e anticorpos do grupo ABO.

No sistema ABO os individuos por volta dos 6 meses de idade, produzem anticorpos
contra os antigénios de que estdo isentos (Fig.1). Como consequéncia a determinagdo deste
grupo sanguineo deve ser realizada nos eritrécitos e no plasma. Os anticorpos do sistema ABO
sdo principalmente da classe IgM.

A fenotipagem ABO baseia-se na determinagao simultanea do grupo pela prova direta e
pela prova reversa. A prova direta (ou prova celular) consiste em pér em evidéncia os antigénios
A e B presentes nas células da amostra (eritrdcitos), por aglutinacdo destas células com
antissoros conhecidos anti-A, anti-B e anti-A,B (este ultimo nao é obrigatdrio). A prova reversa
(ou prova indireta) consiste em por em evidéncia os anticorpos anti-A e anti-B presentes no
plasma da amostra com a ajuda de células conhecidas A;, A;, B e O, ndo sendo obrigatdria a
utilizacdo de células A; e O. As células A; sdo habitualmente usadas na identificacdo do anti-A;,
no plasma de individuos do grupo A. As células O sdo utilizadas para identificacdo de
aglutinagbes devidas a anticorpos nao ABO.

Os eritrécitos dos recém-nascidos ndo possuem uma expressdao completa dos antigénios
AeBe, como tal, podem ser encontrados testes de determinagdo ABO ligeiramente mais fracos.
Além disso, o plasma dos recém-nascidos dos grupos A, B ou O ndo contém necessariamente os

anticorpos anti-A e/ou anti-B esperados.
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Para se poder validar o grupo a prova direta e reversa tém que ser concordantes. Em
caso de discrepancia, o grupo ABO ndo pode ser definido, devendo realizar-se os estudos
necessarios para, de forma inequivoca, esclarecer a situacgao.

A determinacdo ABO é efetuada a dadores de sangue e a pacientes que vao ser
submetidos a uma transfusdo. Estes, devem também ser considerados aquando de um
transplante de érgaos, questdes de paternidade, investigacdes forenses e estudos genéticos.

Em caso de discrepancia entre as provas globular e sérica, em situacdo de transfusao
urgente, e na impossibilidade de fazer os estudos necessarios em tempo util, deve selecionar-se
sangue do grupo O para realizacdo de provas de compatibilidade, ndo devendo nunca assumir-
se o resultado de nenhuma das provas (globular e sérica) individualmente.

A classificacdo, fenotipagem ou determinacdo sanguinea ABO pode ser realizada em

lamina, em tubo (metodologia de referéncia), em gel ou microplacas.

Procedimento em Tubo

A determinacdo do grupo sanguineo ABO em tubo é a metodologia de referéncia. No

entanto, a metodologia em lamina também pode ser utilizada, embora seja menos sensivel.

Material e equipamento

e Pipetas de Pasteur
e Tubos de hemdlise
e Marcador
e Amostra colhida em EDTA
e (CélulasAy, B
e Soros Anti-A, Anti-B e Anti-A,B
e Soro fisioldgico
Nota: Consulte a bula anexa aos reagentes que vai utilizar, e siga criteriosamente as

instrucdes do fabricante.
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Procedimento
1. Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2. Identificar os tubos:
= Com o numero de identificacdo da amostra;
= Com a identificacdo de cada reagente de fenotipagem ABO:
= SC para a suspensao celular da amostra
=  PA para o plasma da amostra (facultativo)

=  Prova direta:

e anti-A
e anti-B
e anti-AB

e Controlo Negativo (Rh Control)
=  Prova reversa:
o A
e B
3. Centrifugar a amostra (3500rpm 5min) e retirar o plasma da amostra para o tubo PA

(facultativo).

Prova direta (prova celular)

1. No tubo de hemdlise SC transferir uma quantidade de células suficientes para preparar uma
suspensdo de células de 2-5%; Anexo 1

2. Pipetar uma gota (50 uL) de cada anti-soro para o respetivo tubo;

3. Adicionar a cada tubo uma gota (50 pL) da suspensao celular 2-5%;

4. Homogeneizar o conteldo de cada tubo;

Prova reversa (prova sérica)

1. Pipetar duas gotas (100 pL) de plasma em cada um dos tubos da prova reversa;

2. Inverter suavemente todos os frascos de células reagente, as vezes necessarias até se obter
uma ressuspensao completa dos eritrdcitos;

3. Adicionar uma gota de cada uma das células reagentes aos respetivos tubos; Homogeneizar

o conteudo de cada tubo;
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Passos comuns as duas provas

4. Centrifugar 20 segundos a 3400 rpm (ou 60 min em repouso a temperatura ambiente);
5.Ressuspender os botdes celulares agitando suavemente cada tubo;

6.Registar os resultados.

7.Comparar os resultados da prova direta e reversa. Os resultados de ambas devem ser

concordantes.

4+ Reaction 3+ Reaction

2+ Reaction 1+ Reaction

Hemolysis Negative reaction

Figura 2 - Classificacdo da reacdo de aglutinacao.
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2. Determinacdao do Rh D em tubo

O antigénio D (Rh D) é, depois do A e do B, o antigénio eritrocitdrio com maior
importancia na pratica transfusional devido a sua potente antigenicidade. Ao contrario do que
acontece no sistema ABO, os individuos que ndo possuem o antigénio D nas suas células, ndo
tém anticorpos anti-D no seu soro.

A fenotipagem eritrocitaria Rh D consiste na pesquisa do antigénio D nos eritrdcitos,
utilizando soros anti-D. A presenca do antigénio D define o fenotipo Rh D positivo. A sua auséncia
o fendtipo Rh D negativo. A fenotipagem eritrocitaria Rh D deve ser efetuada em todas as
dadivas de sangue e em todas as amostras pré-transfusionais.

O antigénio D, por vezes, pode apresentar expressdes mais fracas, de natureza
quantitativa (D fraco) e/ou de natureza qualitativa (D parcial'). Ambas sdo consideradas como D
variante. Os individuos com fenétipo D variante devem ser clarificados acerca do seu significado,
ja que ele difere consoante sejam dadores ou doentes. No caso dos dadores classifica-se como
Rh D positivas as unidades de sangue com pesquisa positiva do antigénio D ou D variante e como
Rh D negativas as unidades com pesquisa negativa do antigénio D e D variante. Por norma, sdo
realizadas duas determinagdes com antissoros diferentes e em caso de discrepancia entre os
resultados obtidos com os dois soros anti-D, o teste deve ser repetido e, em caso de duvida, a
unidade deve ser classificada como Rh D positiva, podendo ser utilizada. A execucdo de estudos
seroldgicos de investigagao ou de biologia molecular para caracteriza¢ao do antigénio Rh D ndo
devem retardar a utiliza¢do da unidade.

No caso de doentes e gravidas sempre que persista alguma duvida em relagdo ao
resultado, o fendtipo Rh D destes deve ser considerado Rh D negativo.

Os resultados devem sempre comparar-se com registos anteriores e esclarecidas

eventuais discrepancias.

1 D Parcial - O antigénio D do sistema Rh ¢ atualmente considerado um mosaico de epitopos. Os individuos
cujos eritrécitos carecem de parte do mosaico D podem, quando expostos a um antigénio D completo, criar
anticorpos contra os epitopos ausentes dos eritrécitos do individuo.
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Material, Reagentes e EqQuipamentos

Marcador

Tubos de hemdlise
Suporte

Pipetas de Pasteur

Soro fisiolégico
Centrifuga

Crondmetro

Células reagentes

Soro anti-D (De preferéncia 2 clones diferentes)
Controlo Rh(D)

Amostra colhida em EDTA

Procedimento

vk wnN e

9.

Identificar 4 tubos com as letras D,Dx, DCo, SC;

Preparar uma suspensdo das células da amostra 2-5% (com células lavadas 1x);

Adicionar uma gota de cada anti-D ao respetivo tubo: D e D(x);
Adicionar uma gota de controlo RhD (Rh Control) ao tubo DCo;

Adicionar uma gota da suspensdo de células a cada um dos tubos anteriores (D, D(x) e

DCo);

Agitar cuidadosamente o conteldo de cada um dos tubos;

Centrifugar 20 seg. a 3000rpm;

Ressuspender cuidadosamente cada botdo de células e verificar se houve hemdlise ou

aglutinagao;
Registar os resultados;

10. Se o teste Rh D for negativo, poderd ser necessario pesquisar o antigénio D fraco (D").

P.PORTO [T
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3. Pesquisa do Antigénio D fraco (D") em tubo

Alguns eritrécitos possuem o antigénio D mas a sua expressao é tao fraca que as células
ndo aglutinam diretamente com o anti-D. E necessério realizar um teste de antiglobulina indireto
para identificar individuos com fenétipo D fraco (D).

Este teste é realizado em todos os dadores Rh D negativo para assegurar que nao

possuem o antigénio D.

Material, reagentes e equipamentos

e Estufa ou banho-maria a 372C
e Soro fisioldgico

e Soro de Coombs

e (Células controlo de Coombs

e Anti-D (IgG)

Procedimento

1. Utilizando os mesmos tubos (com amostra e anti-soro 1gG) da fenotipagem Rh D, incuba-
los (D(IgG) e DCo) a 379C, 15-30 min;

2. Lavar o conteudo de ambos os tubos uma vez com soro fisiolégico;

3. Imediatamente apds a rejeicdo do sobrenadante da ultima lavagem, adicionar 2 gotas do
soro de Coombs (AGH) a cada um dos tubos;

4. Centrifugar 20seg. a 3000rpm;

5. Observar o liquido sobrenadante para verificar a presenga ou ndo de hemdlise;

6. Ressuspender cuidadosamente cada botdo de células (um tubo de cada vez) e verificar se
houve hemdlise ou aglutinagdo;

7. Registar os resultados;

8. Confirmar a validade de todos os resultados negativos adicionando 1 gota de controlo de
Coombs a todos os tubos sem aglutinagdo (células controlo sensibilizadas com IgG);

9. Centrifugar 20 seg. a 3000rpm;

10. Observar o liquido sobrenadante para verificar a presenca ou ndo de hemdlise;

11. Ressuspender cuidadosamente e verificar a aglutinacdo.
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Nota: Todos os resultados negativos deverdo ser positivos apés a adicao de células controlo
sensibilizadas com IgG, a inexisténcia de aglutina¢do invalida o teste devendo ser repetido

todo o procedimento.

Resultados: Se apds o teste de antiglobulina indireto (passo 6) houve:
e Aglutinacdo no tubo D e auséncia de aglutinagao no tubo DCo — resultado Rh
(D) positivo;
e Auséncia de aglutinagdo nos tubos D e DCo — resultado Rh (D) negativo;

e Aglutinacdo no tubo DCo — teste invalido

p. p() RT() :flg:{ﬁun Pagina 10 de 48
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4. Determinacdao ABO e RH D em gel monoclonal

A metodologia em gel apresenta grandes vantagens, comparativamente a metodologia
em tubo e em lamina. Possui maior sensibilidade e especificidade e uma maior facilidade na
leitura e interpretacdo de resultados.

Varias casas comerciais apresentam reagentes e equipamentos apropriados para cada
tipo de teste. Uma das casas comerciais com maior expansao no mercado laboratorial é a Biorad
(anterior Diamed). Esta casa comercial baseia a sua metodologia em cards com varios
micropocos que contém um gel, Sephadex, ao qual podem ser adicionados outros reagentes, de

acordo com o teste a efetuar.

AL ECEERE BRI B e

Figura 3 — Exemplo de Cards Biorad para determinacéo do grupo ABO e RhD em gel.

Para a determinagdo da prova direta a Diamed disponibiliza cards cujos micropocos
contém anticorpos anti-A, anti-B e anti-A,B aos quais é adicionada a suspensdo de células da
amostra diluidas num diluente especifico. O card utilizado para esta prova é o ID-Card
“ABO/RhD’” (Fig.3). Este card permite, num Unico passo, a determinacdo do perfil ABO/Rh D,
incluindo a confirmac3o do Rh D. O primeiro anti-D pode comprovar a variante D', o segundo
anti-D é negativo para a variante D"'. O micropoco ctl é o controlo negativo.

Para a prova reversa utiliza-se o ID-Card “Reverse grouping with antibody screening”
(Fig.3), este card é usado com células teste (reagentes) “ID-DiaCell ABO/I-II” (Fig.4), permitindo
a determinagdo da prova reversa e a detec¢do de anticorpos irregulares (Teste de Antiglobulina
Indireto - PAI) a temperatura ambiente. O card possui 3 micropogos que apenas contém gel
neutro e 3 micropog¢os que contém Antiglobulina Humana (AGH) juntamente com o gel.

Em alternativa ao card “Reverse grouping with antibody screening”, pode ser utilizado
o ID-card “NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins” que é versatil, permitindo a realizacdo de

testes enzimaticos, em salino e a prova reversa.
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Figura 4.1 — Exemplo de ID-Card NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins para elaborac¢éo da
prova reversa

Figura 5 - ID-DiaCell ABO”

= w1
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Material e equipamento

e |D—Card “ABO/RhD”

e |ID-Card “Reverse grouping with antibody screening”
e C(CélulasAie B;

e Diluente 2

e Tubos de hemdlise

e |ID-centrifuga

e Amostra colhida em EDTA

e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta

Procedimento

T " Pagina 12 de 48
PPORTO SUPERIOR



[ )y

,:-;.h.,.'.-’ KSP)
| A B O

[ |mun0hemat0|0gia

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- Identificar os cards:
e Com o n.2 de identificacdo da amostra;
e Com o n.2 da célula referente a cada célula reagente;
3- Remover a folha de aluminio (protecdo) dos micropogos que serdo utilizados;

Prova reversa (prova sérica)

4- Pipetar 1 gota (50 pL) das células reagente para o respetivo micropoc¢o do /ID-Card
NaCl, Enzyme Test and Cold Agglutinins;

5- Adicionar 50 pL de soro ou plasma da amostra em cada micropoco;

6- Incubar o card durante 10-15 minutos a temperatura ambiente (18-252C);

Prova direta (prova celular):

7- Preparar uma suspensdo de células da amostra a 5% em diluente 2;
a. Pipetar 500 uL de diluente 2 para um tubo de hemdlise;
b. Adicionar 25 plL de células concentradas;
c. Homogeneizar a suspensao;
8- Pipetar 10 ou 12.5 uL da suspensdo anterior para cada um dos micropocos do /D-
Card DiaClon ABO/D;
9- Centrifugar os cards (prova direta e reversa) durante 10 minutos na ID-Centrifuga;

10- Ler, interpretar e registar os resultados.

5. Determinacdo Dv em gel monoclonal

Material e equipamento

e |ID—Card “Coombs Anti-1gG”
e |ID-Anti-D

e Diluente 2

e Tubos de hemdlise

e |D-Incubadora

e |D- centrifuga

e Amostra colhida em EDTA

e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta
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Procedimento

6
7
8.
9

Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
Identificar os cards com o numero de identificagdo da amostra;
Remover a folha de aluminio (prote¢do) dos micropogos que serdo utilizados;

Preparar uma suspensao a 0,8% de células da amostra em diluente 2:

a. Pipetar 1000uL de diluente 2 para um tubo de hemdlise;
b. Adicionar 10 ou 12.5uL de células concentradas ou 25uL de sangue total;
c. Homogeneizar a suspensao;
Pipetar 50 uL da suspensao anterior para o respetivo micropoco do ID-Card “Coombs Anti-
1gG”;
Adicionar 50 pL de antissoro anti-D;
Incubar o card durante 15 minutos a + 372C na ID — Incubadora;
Centrifugar o card durante 10 minutos na ID-centrifuga;

Ler e interpretar os resultados;

10. Registar os resultados.

Nota: Sempre que é feita a Pesquisa de D Fraco e o resultado é positivo, é necessario fazer o

TAD. O Resultado do D Fraco positivo so é valido se o TAD for negativo.
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6. Determinacao do fenétipo Rh e Kell

A determinacdo do fendtipo Rh permite determinar a presenga dos outros antigénios
do sistema Rh (C, c, E, e) a superficie dos eritrécitos. Esta determinagdo pode ser efetuada em
tubo ou em card, de forma semelhante a efetuada nas determinages anteriores. Os cards
comerciais encontram-se impregnados com anticorpos de origem humana ou de origem
monoclonal. Embora o antigénio K (Kell) ndo pertenca ao sistema Rh, alguns cards possibilitam

testar a presenga ou auséncia deste antigénio no mesmo card (Fig.5).

n

;

W W W W W W
a a i

ARRAR

K ctl

(KELY)

e mn

| LT [ T | P

Figura 6 — ID card “DiaClon Rh + K Pheno II”

Determina¢ao em Tubo

Material, Reagentes e Equipamentos

e Marcador

e Tubos de hemolise

e Suporte

e Pipetas de Pasteur

e Soro fisioldgico

e Centrifuga

e Crondémetro

e Antissoros anti-D, C, ¢, E, e, K

e Controlo Negativo RhD (Rh Control)
e Amostra colhida em EDTA

e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta

p. p() RT() :flg:{ﬁun Pagina 15 de 48
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Procedimento

Preparar uma suspensado das células da amostra 2-5% (pré-lavadas 1x);

N

Marcar 6 tubos: D, C, ¢, E, e, K e DCo (para distinguir letras maiusculas e minusculas
colocar um traco em cima das letras minusculas);

Colocar uma gota de cada antissoro no respetivo tubo;

Colocar uma gota de controlo negativo (Rh Control) no tubo DCo;

Colocar uma gota da suspensao de células em cada um dos tubos;

Homogeneizar o conteudo de cada tubo;

Centrifugar os tubos 20seg. a 3000rpm;

©® N U s w

Ressuspender cuidadosamente cada botdo de células e procurar aglutina¢do ou
hemolise;
9. Registar os resultados;

Table 14-3. Determination of Likely Rh Phenotypes from the Results of Tests with
the Five Principal Rh Blood Typing Reagents

Reagent
Antigens Probable

Anti-D Anti-C Anti-E Anti-c Anti-e Present Phenotype

+ - 0 + + D.Ccc.e Rir

+ + 0 0 + D,C.e RiRs

+ - + + + D.C.c,Ee RiRz

+ 0 0 + + D.c.e RoRo/Ror

+ 0 + + + D.,cEe Raor

+ 0 + + 0 D.c,E RzR2

+ + + 0 + D,C,Ee RiR;

+ - + + 0 D,C,cE RzR;

+ - + 0 0 D.CE R:R:

0 0 0 + + c.e 1

0 - 0 + + C.ce r'r

0 0 + + + cEe rr

0 + + + + C.cEe rr”
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Determinac¢ao em gel Monoclonal

Material e equipamento

e |D Cards DiaClon Rh-subgroups+Kell
e |D - Diluente 2

e Pipeta automatica

e Pontas

e Tubos de hemdlise

e ID-Centrifuga

e Amostra colhida em EDTA

e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta

Procedimento
1. Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2. Identificar os cards com o numero de identificacdo da amostra;

3. Remover a folha de aluminio (protecao) dos micropogos;

4. Preparar uma suspensdo a 5% de células da amostra em diluente 2:
a. Pipetar 500l de diluente 2 para um tubo de hemdlise;
b. Adicionar 25 plL de células concentradas ou 50 pL de sangue total;
¢. Homogeneizar a suspensao;
5. Pipetar 10 ou 12.5uL da suspensdo anterior para cada um dos micropogos do ID Cards
DiaClon Rh-subgroups+Kell;
Centrifugar os cards durante 10 minutos na ID-centrifuga;
Observar o liquido sobrenadante para verificar a presenga ou ndo de hemdlise;

Ler e interpretar os resultados;

v ® N o

Registar os resultados.
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7. Teste de Antiglobulina Humana

O teste de Antiglobulina Humana (AGH) também designado de teste de Coombs, baseia-
se na utilizacdo de soro de antiglobulina humana ou soro de Coombs. Existem dois tipos de
testes o Teste de Antiglobulina Humano Direto (TAD) e o Teste de Antiglobulina Humano
Indireto (TAl).

O Teste de Antiglobulina Direto (TAD) ou Teste de Coombs Direto permite evidenciar a
presenca de anticorpos adsorvidos aos eritrécitos circulantes, alo-anticorpos ou auto-anticorpos
(eritrécitos sensibilizados “in vivo”). Neste teste sdo utilizados reagentes com caracteristicas
especificas, que possibilitam aumentar a forca de reacao entre antigénios e anticorpos. O soro
de antiglobulina humana (ou soro de Coombs) esta presente na realizagdo deste teste, que ao
reagir com os anticorpos que se encontram a sensibilizar as células, provoca aglutinacdo. Para
potenciar estas forgas, podem ainda ser adicionados outros reagentes que diminuem o potencial
zeta entre antigénios e anticorpos. O objetivo deste teste é demonstrar “in vitro” eritrdcitos
sensibilizados por imunoglobulinas “in vivo” (Fig.6).

No TAI, por sua vez, o objetivo é a detecdo “in vitro” de eritrécitos sensibilizados “in
vitro”, e é realizado quando a sensibilizacdo ndo origina aglutinacdo direta. Este é baseado numa
reacdo em duas fases. Na primeira fase (sensibilizacdo das células), o soro a estudar é posto em
contacto com as células lavadas que possuem o(s) antigénio(s) correspondente(s) aos anticorpos
pesquisados, e se o soro contiver os) anticorpo(s) correspondente(s), estes fixam-se
seletivamente sobre as células que possuem o antigénio homodlogo. Na segunda fase (TAl ou
fase de revelagdo), verifica-se a sensibilizagdo ocorrida na primeira fase, através da adi¢do do
soro de Coombs que serve de ligagdo entre as globulinas fixadas a superficie das células que sdo
assim aglutinadas. O TAl inclui um passo de incubagao a 372C, de modo a que os anticorpos no
soro reajam com os antigénios celulares “in vitro”. Apds lavagem das células, usa-se soro de
Coombs para detetar os anticorpos que cobrem as células.

AplicacGes do TAL:

* Na pesquisa e identificacdo de anticorpos irregulares

¢ Nas provas de compatibilidade

¢ Na pesquisa do D fraco

Na fenotipagem de células
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obulin test

s Positive test result Legend

E N o
EN
o
i

Y Human anti-RBC
antibody

Y Antihuman
antibody

(Coombs reagent)

Blood sample from a patient with The patient's washed RBCs agglutinate: antihuman

immune mediated haemolytic anaemia: RBCs are incubated with antibodies form links between
antibodies are shown attached to antihuman antibodies RBCs by binding to the human
antigens on the RBC surface. (Coombs reagent). antibodies on the RBCs.

Positive test result

Recipient's serum Donor's blood sample is Recipient's Ig's that target Anti-human Ig's Agglutination of red blood

is obtained, added to the tube with the donor's red blood cells (Coombs antibodies)  cells occurs, because X
containing serum. form antibody-antigen are added to the human Ig's are attached to =
antibodies (Ig's). complexes. solution. red blood cells. .

Figura 7 - Teste de Antiglobulina Direto e Indireto.

7.1 Teste de Antiglobulina Direto

Para efetuar este teste, podem ser utilizados dois tipos de cards, LISS/Coombs ou
Coombs Anti-lgG. O primeiro é preferencialmente usado na rotina laboratorial. No card
LISS/Coombs, o gel encontra-se impregnado com soro de antiglobulina humana poliespecifica,
que permite detetar IgG e/ou C3d. Embora a sua principal fungdo seja detetar IgG, a presenca
de anti-C3d é util no estudo de anemias hemoliticas autoimunes. No card Coombs Anti-IgG, o
gel encontra-se impregnado apenas com soro de antiglobulina humana anti-IgG, ndo havendo
interferéncia de componentes do complemento ndo especificos.

Neste tipo de cards, um resultado positivo significa, entdo, que os antigénios se

encontram sensibilizados “in vivo” com imunoglobulinas e/ou complemento. O TAD ou teste de

T " Pagina 19 de 48
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Coombs direto consiste em fazer reagir as células, cuidadosamente lavadas, com um soro

antiglobulina humana (soro de Coombs).

DAT

= T=T=lh ]
T ET———

Figura 8 - Card LISS/Coombs
Em Tubo

Material, Reagentes e Equipamentos

e Marcador

e Tubos de hemolise

e Suporte

e Pipetas de Pasteur

e Soro fisioldgico

e Centrifuga

e Crondémetro

e Soro de Coombs

e Células controlo de Coombs
e Amostra colhida em EDTA

Procedimento

1. Preparar uma suspensao de células a 2-5% a partir de células pré-lavadas uma vez, da
amostra em estudo;

Identificar o tubo: TAD e n? da amostra;

Colocar uma gota da suspensao celular no tubo;

Adicionar 2 gotas de soro de Coombs;

Homogeneizar cuidadosamente e centrifugar 20 seg a 3000rpm;

Verificar a presenga de hemdlise ou aglutinagdo e registar os resultados;

No vk wN

Se ndo houver aglutinagdo ou hemdlise, observar microscopicamente (Com a Objetiva
de 10x);

8. Confirmar os negativos adicionando uma gota de células controlo de Coombs;

9. Homogeneizar e centrifugar 20 seg a 3000rpm;

10. Ressuspender e procurar aglutinagao, que tem que estar presente para validar o teste.
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Em Gel

Material, Reagentes e Equipamentos

e Marcador

e Tubos de hemdlise

e Suporte

e Pipetas de Pasteur

e Centrifuga

e Crondmetro

e Amostra colhida em EDTA
e ID - Card Liss/Coombs

e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta

e |D-Centrifuga

Procedimento

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- Identificar o card com o niumero de identificacdo da amostra;
3- Remover a folha de aluminio (protecao) do(s) micropocgo(s) que forem utilizados;
4- Preparar uma suspensdo de 0,8% de células da amostra em diluente 2:

e Pipetar 1000 pL de diluente 2 para o tubo de hemdlise;

e Adicionar 10 pL de células concentradas ou 25 pL de sangue total;

e Homogeneizar a suspensao;
5- Pipetar 50 pL da suspensdo para o respetivo micropogo do card “Liss coombs”;
6- Centrifugar o card durante 10 minutos da ID — centrifuga;

7- Ler e interpretar os resultados.

NOTA: No caso de um resultado positivo no TAD, é necessdrio continuar o estudo,
classificando-o. Para tal, existem cards que possibilitam executar esta etapa:

e DC-Screening |
e DATIgG1/IgG3
e DAT IgG-Dilution

Perante um teste de antiglobulina direto positivo, é necessario proceder a sua classificacdo, de
forma a saber se a sensibilizagdo in vivo é causada por imunoglobulinas ou complemento.
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7.2. Teste de Antiglobulina Direto Monoespecificos

De um modo geral, um Teste de Antiglobulina Direto (TAD) positivo com AGH poli-
especifica indica que os eritrdcitos estdo sensibilizados “in vivo” com imunoglobulina e/ou
complemento. Para diferenciar a reacdo, sao utilizados reagentes AGH monoespecificos, tais
como anti-IgG, anti-IgA, anti-lgM e anti-C3c, anti-C3d. O ID-Card “DC Screening |” consiste em
cinco reagentes diferentes de AGH monoespecificos diferentes: anti-lgG, anti-IgA, anti-lgM, anti-
C3c e anti-C3d, em suspensdo no gel (Fig. 8). A configuracdo deste card estd estruturada de
modo a fornecer respostas clinicamente significativas e permitir que esta importante

investigacao seja realizada com apenas um procedimento simples.

Figura 9 —ID card “DC Screening I”
Procedimento

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- Identificar o card com o numero de identificacdo da amostra;
3- Remover a folha de aluminio (protecdo) dos micropogos;
4- Preparar uma suspensdo de 0,8% de células da amostra em diluente 2 (suspensao
ja preparada no procedimento anterior):
e Pipetar 1000 pL de diluente 2 para o tubo de hemdlise;
e Adicionar 10puL de células concentradas ou 25 L de sangue total;
e Homogeneizar a suspensao;
5- Pipetar 50 pL da suspensdo anterior para o respetivo micropoco do ID-Card “DC-
Sceening |”;
6- Centrifugar o card durante 10 minutos da ID centrifuga;

7- Ler, interpretar e registar os resultados.

No caso de um TAD positivo por IgG (como é o caso da imagem de exemplo acima
apresentada), podera ser importante saber qual o risco de hemodlise eritrocitaria “in vivo”. Para

tal, devemos saber qual o titulo de anticorpo presente e a subclasse de IgG.
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7.3. Determinacao do titulo de IgG presente

O numero de moléculas IgG por célula influencia a aceleracdo da destruicao eritrocitaria
“in vivo”, como acontece na Anemia Hemolitica Autoimune (AHAI), Doenca Hemolitica do
Recém-Nascido (DHRN) e em reacdes transfusionais. O card DAT IgG-Dilution fornece uma
indicag¢do da importancia clinica de um resultado positivo no TAD. Este card caracteriza-se por

diluicdes sucessivas de reagente monoespecifico anti-IgG, desde 1:1 até 1:1000.

d |
v .

_1_.19‘71771;30 lt»wo la-oolt-wooaj ctl
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Figura 10 —Card DAT IgG-Dilution.
Procedimento

1. Identificar o card “DAT IgG-Dilution” com o nimero de identificacdo da amostra;
2. Preparar uma suspensdo de células da amostra a 0,8% em diluente 2 (suspensao ja
preparada nos procedimentos anteriores):
e Pipetar 1000 pL de diluente 2 para o tubo de hemdlise;
e Adicionar 10 pL de células concentradas ou 25 pL de sangue total;
e Homogeneizar a suspensao;
3. Pipetar 50 ulL desta suspensao para todos os micropogos.
4. Centrifugar o card durante 10 minutos da ID centrifuga;

5. Ler, registar e interpretar os resultados

NOTA: O resultado do Titulo serd o valor do denomidador da ultima diluicao que deu
positivo. Quanto maior a diluicdo na qual se observa um resultado positivo, maior o risco de

hemolise eritrocitaria in vivo.
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7.4 Classificacdo da subclasse de IgG

E também importante identificar a subclasse de IgG presente. Sabe-se que as diferentes
subclasses apresentam diferente significado clinico. A mesma casa comercial apresenta um card
para executar este teste, designado “DAT IgG1/1gG3".

Este card possui duas diluicdes 1:1 e 1:100 para cada subclasse, 1gG1 e 1gG3. A presenca

de duas diluicdes permite diferenciar entre baixo e alto risco de hemélise eritrocitaria.

AR
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Figura 11— ID card DAT IgG1/1gG3
Procedimento

1. Identificar o card “DAT IgG1/IgG3” com o niumero de identificacdo da amostra;
2. Preparar uma suspensdo de células da amostra a 0,8% em diluente 2 (suspensdo
ja preparada nos procedimento anteriores):
¢ Pipetar 1000 uL de diluente 2 para o tubo de hemdlise;
e Adicionar 10 pL de células concentradas ou 25 plL de sangue total;
¢ Homogeneizar a suspensao;
3. Pipetar 50 uL desta suspensdo para todos os micropocos (ndo necessita de
incubagdo);
4. Centrifugar o card durante 10 minutos da ID centrifuga;

5. Ler, registar e interpretar os resultados.
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8. Pesquisa de anticorpos irregulares

A pesquisa de anticorpos irregulares (PAl), consiste em detetar um ou mais anticorpos
fazendo reagir o soro ou plasma de uma amostra (ou eluido) com células com um perfil
antigénico conhecido. Normalmente esta pesquisa é feita em meio AGH (obrigatério em termos
de teste pré-transfusional), sendo assim denominada de Teste de Antiglobulina Indireto.

Para a pesquisa de anticorpos irregulares (em doentes) usa-se um painel de 3 células
podendo estas ser suspensas em meio salino sem qualquer aditivo ou serem tratadas com
enzimas proteoliticas, mais frequentemente a papaina. Estes kits de células vém ainda
acompanhados com um painel de leitura, para interpretagao dos resultados.

Dado que existem anticorpos que sdo potenciados pela agao das enzimas e outros cuja
acao enzimatica tem capacidade de anular a reagdo antigénio-anticorpo através da destruicao
de alguns antigénios das células reagente, é importante a realizacdo deste teste com ambos os
conjuntos de células. A forma como um anticorpo se comporta com enzimas, em comparacao
com a PAIl ndo enzimatica, pode fornecer-nos pistas importantes para a sua identificagdo.

Para se obterem resultados com maior especificidade, este teste devera executar-se

com reagentes potenciadores da ligacdo entre antigénios e anticorpos.

Figura 12 - Células reagentes utilizadas: ID — “DiaCell I-1I-1II” e ID — “DiaCell I-II-IIT”. Card
LI1SS/Coombs + Enzyme Test

PAl em Tubo

Material, Reagentes e Equipamentos

e Marcador

e Tubos de hemdlise de vidro
e Suporte

e Pipetas de Pasteur

e Centrifuga
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Cronémetro

Soro de Coombs

Células controlo de Coombs
Microscépio

Laminas

Amostra colhida em EDTA

Procedimento

N oo ok~ w N

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

Identificar o tubo: Célula Reagente (I,Il e lll) e n2 da amostra;

Colocar duas gotas de plasma da amostra em cada um dos tubos;

Adicionar uma gota de cada célula reagente no respetivo tubo;

Homogeneizar o conteldo de cada tubo;

Incubar 30-60 min. a 372C na incubadora ou banho-maria;

Centrifugar 20 seg. a 3000rpm;

Ressuspender cuidadosamente cada botdo de células (um tubo de cada vez) e verificar
se houve hemdlise ou aglutinacao;

Registar os resultados (Nesta fase o resultado obtido refere-se a PAl em salino a
379C);

Lavar o conteudo dos tubos 3 vezes com soro fisioldgico;

Adicionar 2 gotas do soro de Coombs (AGH) a cada um dos tubos;

Centrifugar 20 seg. a 3000rpm;

Observar o liquido sobrenadante para verificar a presenga ou ndo de hemolise;
Ressuspender cuidadosamente cada botdo de células (um tubo de cada vez) e verificar
se houve hemdlise ou aglutinagao;

Registar os resultados (PAl em meio AGH);

Se ndo houver aglutinagdo, observar microscopicamente (objetiva de 10x);

Confirmar os negativos adicionando uma gota de células controlo de Coombs;
Homogeneizar e centrifugar 20 seg a 3000rpm;

Ressuspender e procurar aglutinagdo, que tem que estar presente para validar o teste.

PAl em meio de AGH

O card utilizado é o ID Card “LISS/Coombs”. Este card contém antiglobulina humana

(AGH) poliespecifica (anti-IlgG de coelho e anti-C3d monoclonal).
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Material, Reagentes e Equipamentos

e Marcador

e Tubos de hemolise

e Suporte

e Pipetas de Pasteur

e Centrifuga

e Crondmetro

e Amostra colhida em EDTA
e |D - Card Liss/Coombs

e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta

e ID-Incubadora

e |D-Centrifuga

Procedimento

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- Identificar o card:
e Com o n.2 de identificacdo da amostra;
e Com o n.2 de célula referente a cada célula reagente;
3- Remover a folha de aluminio (protec¢do) dos micropogos que forem utilizados;
4- Inverter suavemente todos os frascos de células reagentes, as vezes necessarias até
conseguir uma ressuspensao completa dos eritrdcitos;
5- Pipetar uma gota (50 uL) das células reagentes para os respetivos micropogos do /D
Card “LISS/Coombs”;
6- Adicionar 25 pL de plasma (ou 25 pL eluido) em cada micropoco;
7- Incubar o card durante 15 minutos a +372C na ID-Incubadora;
8- Centrifugar o card durante 10 minutos na ID-Centrifuga;

9- Ler, interpretar e registar os resultados.

PAl em meio salino

O meio salino é utilizado na pesquisa de anticorpos irregulares quando se pretende
detetar anticorpos que reagem predominantemente a frio ou a temperatura ambiente. E
também usado quando se pretende utilizar reagentes enzimaticos. O card “NaCl/enzyme test”

contém gel neutro em suspensdo. As técnicas salinas sdo utilizadas na detecdao de anticorpos
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que reagem sobretudo a 49C ou a 18-259C (temperatura ambiente), tais como anti-M, anti-N,
etc.

Procedimento

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- ldentificar o card ID-Card “NaCl/enzyme test”:
e Com o numero de identificacdo da amostra;
e Com o numero da célula referente a cada célula reagente;
Nota: Para salino a 42C e salino a temperatura ambiente utilizar células ID-

DiaCell I-1I-11.

3- Remover a folha de aluminio (protecdo) dos micropogos que forem utilizados;
4- Inverter suavemente todos os frascos de células reagentes, as vezes necessarias até
conseguir uma ressuspensao completa dos eritrdcitos;
5- Pipetar uma gota (50 plL) de cada célula reagente, correspondente ao teste
pretendido, para os respetivos micropogos do ID-Card “NaCl/enzyme test”;
6- Adicionar 25 pL de plasma (ou 25 pL de eluido) em cada micropoco;
7- Incubar o card:
e Salino a 42C — durante 30 minutos a 2-42C em ambiente refrigerado;
ou
e Salino a temperatura ambiente — durante 15 minutos a temperatura
ambiente (18-259C);
ou
e Teste enzimatico com células papainizadas — durante 15 minutos a + 372C
na ID — Incubadora;

8- Centrifugar o card durante 10 minutos na ID-centrifuga;

9- Ler, registar e interpretar os resultados.
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9. Identificacao de anticorpos

Perante um resultado positivo no teste anterior é necessario proceder a identificacdo
do anticorpo. Determinar a especificidade de um anticorpo irregular é importante em testes
pré-transfusionais e pré-natais. Se a especificidade do anticorpo é conhecida, é possivel testar
os eritrécitos da amostra para confirmar a auséncia do antigénio correspondente.

Anticorpos irregulares nos dadores devem ser identificados também, embora em
termos praticos as plaquetas e plasma sejam rejeitados independentemente do anticorpo
encontrado, pode ser Gtil em termos estatisticos e/ou académicos para conhecer a populagdo
de dadores.

Em testes pré-natais, o conhecimento da especificidade do anticorpo presente na mae
ajuda a prever a possibilidade da Doeng¢a Hemolitica do Recém-nascido.

O obijetivo deste teste é identificar anticorpos irregulares presentes em amostras que

apresentem resultados de PAI positivas.

Identificacao de anticorpos em meio AGH

O card utilizado é o ID Card “LISS/Coombs”, este card contém antiglobulina humana
poliespecifica (anti-IgG de coelho e anti-C3d monoclonal).
E utilizado por rotina um painel de 11 células comerciais, ID-DiaPanel, de origem

humana com perfil antigénico conhecido, numa suspensao de 0,8%.

Procedimento

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- Identificar os cards:
e Com o numero de identificacdo da amostra;
e Com o numero da célula referente a cada célula reagente;
3- Remover a folha de aluminio (proteg¢do) dos micropogos que forem utilizados;
4- Inverter suavemente todos os frascos de células reagentes, as vezes necessdrias até
conseguir uma ressuspensao completa dos eritrdcitos;
5- Pipetar uma gota (50 pL) de cada célula reagente, para o respetivo micropoco;
6- Adicionar 25 pL de plasma da amostra (ou 25 pL de eluido) em cada micropoco;
7- Incubar os cards durante 15 minutos a + 372C na ID — Incubadora;

8- Centrifugar os cards durante 10 minutos na ID-centrifuga;
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9- Ler, registar e interpretar os resultados na folha que acompanha o “ID — Dia Pane

/ “ID-DiaPanel P”.

Identificagdo de anticorpos em meio salino e/ou enzimas - Gel

O card “ Nacl/ Enzyme test” contem gel neutro em suspensdo. O meio salino é utilizado
na identificagdo de anticorpos irregulares que reagem predominantemente a frio, a
temperatura ambiente, ou em presenca de enzimas. Sao utilizados por rotina, painéis de células
comerciais, ID — Dia Painel e ID — Dia Painel P (células tratadas com papaina), de origem humana
com perfil antigénico conhecido, numa suspensdo a 0,8% (Fig.24).

O tratamento das células com enzimas proteoliticas pode destruir alguns antigénios,

inibindo ou potenciando a reatividade dos anticorpos.

sl

Fig. 1 - ID-DiaPanel P.

Procedimento

1

Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;

2- Identificar os cards:
e Com o numero de identificacdo da amostra;
e Com o numero da célula referente a cada reagente;
3- Remover a folha de aluminio dos micropogos necessarios;
4- Pipetar 50 plL de cada uma das células reagente para os respetivos micropogos:
5- Adicionar 25 pL de plasma (ou 25 pL de eluido) a cada micropoco;
6- Incubar os cards:
e Salino a temperatura ambiente Salino a temperatura ambiente — durante
15 minutos a temperatura ambiente (18-252C);
ou
e Teste enzimatico com células papainizadas durante 15 minutos a

temperatura de 372C na ID incubadora;

7- Centrifugar durante 10 minutos na ID centrifuga;
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8- Ler, registar e interpretar os resultados na folha que acompanha o “ID — Dia Panel”

/ “ID-DiaPanel P”.

10. Titulagao de anticorpos

A titulacdo de anticorpos permite determinar a concentracdo relativa de um
determinado anticorpo em circulagdo. Depois de um determinado anticorpo ser identificado, e
no caso de suspeita de este anticorpo ser causador de hemdlise eritrocitaria, é importante
verificar se a sua concentracdo relativa podera ser considerada critica. Este é um método semi-
guantitativo, no qual sdo efetuadas dilui¢Ges sucessivas da amostra em estudo.

De acordo com as caracteristicas do anticorpo em causa, pode efetuar-se o teste em
diferentes meios: salino a frio, Coombs a 372C ou teste enzimatico com células papainizadas a

379C.
Procedimento em Tubo

Material, Reagentes e Equipamentos

e Marcador

e Tubos de hemolise

e Suporte

e Pipetas de Pasteur

e Soro fisioldgico

e Centrifuga

e Crondémetro

e Soro de Coombs

e Células controlo de Coombs
e Amostra colhida em EDTA

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- Preparar diluigdes geométricas do soro ou plasma com soro fisiolégico;
3- Identificar os tubos de hemdlise:
e Com o n.2 de identificagdo da amostra;
e Com o n.2 da célula referente a cada célula reagente;
4- Pipetar soro fisioldgico, plasma e seguir o esquema de transferéncia conforme a
tabela para preparacao de dilui¢des;
e Recomenda-se a substituicdo das pontas da pipeta apds cada diluicdo;
5- Guardar a ultima diluicdo para continuar a titulacdo, se necessario;
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6- Homogeneizar as dilui¢des;
7- Adicionar a cada um dos tubos de diluicdo uma gota (50 pL) da célula reagente com
o antigénio selecionado;
8- Incubar os tubos:
e Salino a frio — durante 30 minutos a 2-42C em ambiente refrigerado
ou
e Salino, Coombs, e teste enzimatico com células papainizadas — durante 60
minutos a + 379C;
9- Centrifugar 20 segundos a 3000 rpm ;
10- Observar o liquido sobrenadante para verificar a presenca ou
nao de hemolise;
11- Ressuspender os botdes celulares agitando suavemente cada tubo;
12- Examinar a existéncia de aglutinacdo e registar os resultados;

Tabela 1 - Tabela para preparacéo de diluices.

Titulo/diluicéo 1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 | 1/128 | 1/256 | Etc

Soro fisiolégico
(tubo) ou Dil. 2
(Gel)

100pL | 100pL | 100uL | 100pL | 100pL | 100uL | 100uL | 100uL | Etc

Soro ou plasma | 200uL Etc

Transferir 100pL | 100pL | 100uL | 100uL | 100uL | 100pL | 100pL | 100uL | 100uL | Etc

\V/R\V/\V/R\V/\V/ /AR \V/\V/R\V/j

Procedimento em Gel

As células reagentes selecionadas com o antigénio correspondente sdo as células ID —
DiaCell I-1I-11l para teste de Coombs ou salino, as células ID — DiaCell I-1I-1lIP para teste enzimatico
ou outras células reagentes se necessario. Os cards utilizados sdo o ID-Card “LISS/Coombs” para
teste de Coombs e o ID-Card “NaCl/enzyme test” para teste enzimatico ou salino.

Material, Reagentes e Equipamentos

e Marcador

e Tubos de hemdlise

e Suporte

e Pipetas de Pasteur

e Centrifuga

e Crondémetro

e Amostra colhida em EDTA

e |D - Card Liss/Coombs ou ID-Card “NaCl/enzyme test”
e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta

e ID-Incubadora

e ID-Centrifuga
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Procedimento

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
2- Preparar diluicdes geométricas de soro ou plasma, com Diluente 2:

e |dentificar tubos de hemdlise para cada uma das diluicdes;

e Pipetar Diluente 2, plasma e seguir o esquema de transferéncia conforme a
tabela para preparacdo de diluicbes (apresentada anteriormente no
procedimento em tubo);

Recomenda-se a substituicdo das pontas apds cada diluicdo.

3- Guardar a ultima diluicdo para continuar com a diluicao;
4- Homogeneizar as diluicdes;
5- Identificar os cards:
e Com o numero de identificacdo da amostra
e Com o numero de diluicdo
6- Pipetar 50 plL da célula reagente selecionada para todos os micropocgos;
7- Adicionar 25 uL de cada uma das dilui¢des;
8- Incubar os cards:
e Salino a frio — durante 30 minutos a 2-42C em ambiente refrigerado;
ou
e Coombs a 379C - durante 15 minutos a + 372C na ID — Incubadora;
ou
e Teste enzimatico com células papainizadas — durante 15 minutos a + 372C
na ID — Incubadora
9- Centrifugar os cards durante 10 minutos na ID-centrifuga;
10- Ler, interpretar e registar os resultados;

O titulo de anticorpos em estudo deve corresponder a diluigdo mais alta onde se
verifique aglutinagdo. Um titulo deve ser descrito como 64 ou 32, ndo 1 em 64 ou 1 em 32 como
se pode observar no exemplo 1 e 2 da tabela apresentada a baixo.

Quando se verifica aglutinagdo na ultima diluicdo utilizada (exemplo 3) significa que o
ponto final ndo foi encontrado, pelo que se deve prosseguir com as diluicdes e posterior
titulagao.

Uma reacdo negativa (auséncia de aglutinagdo) indica que a amostra ndo contém

anticorpos detetaveis contra qualquer um dos antigénios presentes nas células.
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Tabela 2 - Exemplos de interpretacdo de resultados.

Diluigdo do soro ou plasma
1 2 4 8 16 | 32 64 | 128 | 256 | titulo
ExeTp'o 3+ | 3+ | 3+ | 2+ | 2+ | 1+ | £ | 0 | 0 | 64
Graude | Bxemplo | o | o | o |1+ |1+ | £ [ 0| 0| 0| =
aglutinagdo 2
Exer3nplo 4+ | 4+ | 3+ | 3+ | 3+ | 2+ | 2+ 2+ 1+ L
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11. Prova de Compatibilidade

A prova de compatibilidade consiste em pér em contacto o soro do recetor com as
células do(s) potenciais dador(es), de modo a detetar no recetor anticorpos suscetiveis de
destruir as células do dador. Ou seja, tem por objetivo verificar “in vitro” a compatibilidade
eritrocitaria entre o dador e o recetor.

Para preparar uma transfusdo sanguinea é necessario selecionar o componente
sanguineo mais adequado ao recetor da transfusao. Assim, uma prova de compatibilidade deve
ser precedida por um estudo pré-transfusional.

LimitacOes: ndo consegue prever alo-imunizacdo; nao deteta erros Rh.

Procedimento em Tubo

Material, Reagentes e Equipamentos

e Unidades de concentrados eritrocitarios devidamente selecionados:
o Isogrupais ou ABO Compativeis;
o Isentas de antigénio(s) correspondente ao(s) anticorpo(s), se presentes no

soro ou plasma do doente em estudo

e Soro de Coombs

e Soro fisioldgico

e Tubos de hemodlise (preferencialmente de vidro para a reagao)

e Microscépio

e Laminas

e Centrifuga de tubos ou centrifuga lavadora

e Incubadora

Procedimento

1- Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;

2- Retirar o segmento da tubuladura da(s) unidade(s) de concentrado eritrocitdrio selecionado;
3- Identificar um tubo com o nimero da unidade;

4- Perfurar o segmento da tubuladura por forma a que o seu contetdo fique no tubo;

5- Lavar uma vez com soro fisiolégico;

6- Paraum tubo contendo soro fisioldgico transferir uma quantidade de células, suficiente para

fazer uma suspensdo de 2-5%;
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7- ldentificar um tubo de hemélise de vidro:
= com o numero de identificagdo da amostra;
= com o numero de identificacdo da unidade que se pretende compatibilizar;
8- Pipetar 2 a 3 gotas de soro ou plasma da amostra para o tubo;
9- Adicionar uma gota (50 uL) de suspensdo de células anteriormente preparada;
10- Homogeneizar o conteldo do tubo;
11- Incubar durante 30-60 minutos a 372C na ID-Incubadora;
12- Centrifugar 20 segundos a uma velocidade de 3000 rpm;
13- Observar o liquido sobrenadante para verificar a presenca ou nao de hemolise;
14- Ressuspender os botdes celulares agitando suavemente cada tubo;
15- Examinar a existéncia ou ndo de aglutinacao;
16- Registar os resultados, assinar e datar:
e A leitura obtida neste passo constitui uma prova de compatibilidade em meio
salino a 37°C;
17- Lavar as células com soro fisioldgico 3 vezes tendo o cuidado de decantar os tubos muito
bem no fim de cada lavagem;
18- Adicionar 2 gotas de Soro de Coombs (AGH);
19- Centrifugar 20 segundos a uma velocidade de 3000 rpm;
20- Observar o liquido sobrenadante para verificar a presenca ou ndo de hemdlise;
21- Ressuspender os bot&es celulares agitando suavemente cada tubo;
22- Examinar a existéncia ou ndo de aglutinacgdo;
23- Registar os resultados:
e A leitura obtida neste passo constitui uma prova de compatibilidade em meio
AGH a 379C;
24- Observar ao microscopio 6tico todos os negativos;
25- Confirmar a validade dos resultados negativos:
e adicionar a cada tubo com resultado negativo, uma gota das células controlo
sensibilizadas com IgG;
e centrifugar 20 segundos a uma velocidade de 3000rpm;
e observar o liquido sobrenadante para verificar a presenca ou ndo de hemdlise;
e ressuspender os botdes celulares agitando suavemente cada tubo
e examinar a existéncia de aglutinacdo;

26- Registar os resultados.
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Procedimento em Card

O card utilizado (“LISS/Coombs”) contém antiglobulina humana (AGH) poliespecifica
(anti-IgG de coelho e anti-C3d monoclonal), ou seja é uma prova de compatibilidade em meio

AGH.

Procedimento

Colocar os reagentes a temperatura ambiente antes de usar;
Retirar o segmento da tubuladura da (s) unidade (s) de concentrado eritrocitario
selecionado;
3. Identificar um tubo com o ndmero da unidade;
Perfurar o segmento da tubuladura para que o seu contetdo fique no tubo;
5. ldentificar o card:
a. Com o numero de identificacdo da amostra;
b. Com o numero da (s) unidade (s) selecionada (s);
6. Remover a folha de aluminio (protecdao) dos micropocos que forem utilizados;
7. Preparar uma suspensdo de eritrdcitos das tubuladuras das unidades a 0,8% em diluente
2:
a. Dispensar 1 mL de diluente 2 para um tubo de hemdlise;
b. Adicionar 10 plL de células concentradas;
c. Homogeneizar a suspensao;
8. Pipetar 50 uL da suspensao anterior para o respetivo micropogo;
9. Adicionar 25 pL da amostra (recetor) em cada micropoco;
10. Incubar o card durante 15 minutos a * 372C na ID-Incubadora;
11. Centrifugar o card durante 10 minutos na ID-centrifuga;
12. Ler, interpretar e registar os resultados;
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12. Estudo pre-transfusional

O principal objetivo de um estudo pré-transfusional é assegurar a compatibilidade
seroldgica entre o dador e o recetor. No entanto, este estudo sé se considera completo apés a
confirmagdo do grupo sanguineo do doente (por prova celular e reversa), assim como a
verificacdo do resultado da Pesquisa de Anticorpos Irregulares (PAI). Em alguns casos, é ainda

necessario realizar o Teste de Antiglobulina Direta (TAD) e determinar o fenétipo Rh.

Reagentes e equipamentos

e Amostra do recetor / doente colhida em tubo seco ou de hemograma
e Amostra de concentrado de eritrécitos de dador

e Tubos de propileno

e [D-incubadora

e ID-centrifuga

e Pipeta “Multi-dispenser” Biorad
e Pontas Pipeta

e (Cards e reagentes de todos os testes realizados

Grupo ABO/Rh

Fenétipo Rh e K

PAI (AGH) e Al se a PAI é positiva
Prova de Compatibilidade

ABD Confirmatorio do CE

Interpretacdo de Resultados

ApOs a realizagdo deste estudo pré-transfusional, é necessario verificar a concordancia
de todos os resultados. Caso haja alguma discrepancia ABO, PAI ou TAD positivo, assim como
incompatibilidade entre o dador e o recetor, o estudo devera prosseguir, no sentido de se avaliar
as causas destes resultados inesperados. Podera ser necessario:

e Solicitar nova amostra do doente
e Tomar conhecimento do historial clinico e transfusional do doente
e Selecionar um novo concentrado de eritrécitos

e FEtc..
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Em situacGes reais, um componente sanguineo, nomeadamente concentrado de
eritrécitos, ndo pode ser administrado enquanto todos os resultados inesperados nio se

encontrarem devidamente justificados.
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13. Método de Eluicio Acida

A eluicdo é um processo de recuperacdo de anticorpos ligados aos eritrécitos através da
quebra das forgas de ligagcdo entre antigénios e anticorpos. O eluido ou eluado, obtido a partir
das células sensibilizadas “in vivo” ou “in vitro”, pode ser utilizado para vérios fins, sendo o mais
comum a identificacdo de anticorpos que revestem glébulos vermelhos em doentes com Teste
de Antiglobulina Direta (TAD) Positivo.

Na técnica de eluicdo d4cida, os glébulos vermelhos revestidos com anticorpos sao
inicialmente lavados minuciosamente, de forma a remover qualquer vestigio de proteinas nao
ligadas, utilizando uma solucdo de lavagem que permite manter a ligacdo dos anticorpos. Apds
esta lavagem, os glébulos vermelhos sdo suspensos numa solucdo de glicina de pH baixo, com o
objetivo de dissociar os anticorpos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante contendo anticorpos
dissociados é separado dos gldébulos vermelhos e neutralizado pela adicdo de uma solucdo
tampdo. Apds uma rapida centrifugacdo para retirar alguns eritrdcitos que possam ainda estar
presentes, o eluido estd entdo pronto para ser utilizado na detecdo e/ou identificacdo de
anticorpos.

Procedimento — seguir o procedimento da bula do kit a utilizar
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Anexo 1 - Suspensao de células 2-5%

As células a serem testadas devem ser lavadas de modo a remover soro ou plasma que
pode conter proteinas que interferem com os testes, causando:

1-Aglutinacdo nao especifica;

2-Formacao de rouleaux.

Além disso, a lavagem também remove o fibrinogénio, que pode originar pequenos
coagulos.

A preparacao de uma suspensao de células entre 2-5% proporciona uma concentragcao
otima de células para detetar anticorpos fracos. A razdo soro/células afeta grandemente a

sensibilidade dos testes de aglutinagao.
Procedimento:

1. lIdentificar um tubo de hemdlise com o nimero da amostra;

2. Com uma Pipeta de Pasteur de plastico transferir 10 gotas de células da amostra e encher o
tubo com soro fisioldgico (NaCl a 0,9%) até aos %;

3. Centrifugar 60 seg. a 3500rpm;

4. Decantar o sobrenadante (com pipeta de Pasteur e agitar cuidadosamente para
ressuspender completamente as células;

5. No caso de ser necessario mais do que uma lavagem, adicionar soro fisiolégico até aos % do
tubo e repetir o passo 3 e 4 (até 3 lavagens). Se se verificar hemdlise, realizar mais lavagens
até o sobrenadante estar limpido;

6. Para preparar a suspensdo 2-5%, colocar num novo tubo de hemdlise 500uL de soro
fisiolégico e adicionar 2 gotas de células lavadas (podem usar-se as quantidades em dobro
caso esteja previsto fazerem-se muitos testes que usem esta suspensdo, ex: ABO/Rh e

Fendtipo Rh). Comparar a cor com as células reagente da mesma concentragao.
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Exercicios

Exercicios Disprepancias ABO

Reverse

1

fiosrowes] [ o | (woedron| frosrowen] | £n |

ABS Acquired B O Transfusi 1 e Cod |
ubgroup cquir ] ransfusion Immunocommsed Autoantibody )
Disease ) Bone Marrow Cold
(cancer) ] _{B(A) PhenotypeJ Transplant ] Alloantibody
—{‘ Rouleaux S R A T R T —{ Rouleaux
May cause all + reactions
—{ Anti-A,
Caso 1
Anti-A Anti-B A1 Cells B Cells
3+ 0 0 1+
Problema:
Causas:
Resolugdo:
Caso 2
Anti-A Anti-B A1 Cells B Cells
3+ 1+ 0 4+
Problema:
Causas:
Resolugado:
Caso 3
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Anti-A

Anti-B

A1 Cells

B Cells

2+

0+

1+

4+

Problema:

Causas:

Resolucgdo:

Caso 4

Anti-A

Anti-B

A1 Cells

B Cells

3+

Problema:

Causas:

Resolugdo:

Caso 5

Anti-A

Anti-B

A1 Cells

B Cells

2+mf

3+

Problema:

Causas:

Resolugdo:
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Caso 6

Anti-A

Anti-B

A1 Cells

B Cells

4+

4+

0

1+

Problema:

Causas:

Resolucgdo:

Caso 7

Anti-A

Anti-B

Anti-AB

A1 Cells

B Cells

O Cells

4+

4+

4+

Problema:

Causas:

Resolugdo:

12.PORTO
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SUPERIOR
DE SAUDE

Pagina 44 de 48



) >
i'-::-s'?. . zsv)
=== |munohematologia

Exercicios Identificacao de Anticorpos Irregulares

Caso A

Rh-hr Kell Duffy Kidd | Lewis | P MNS Luth. | Xg | Resultados

D|C|E|c|e]|] K| k |Fya|Fyb|Jka|Jkb|Lea|LebJP1|{M | N | S | s |Lua|Lub|Xga|L/C |Enzi|4°C

11+ | +]0|[0 [+ O0 |+ ]+ |0+ |[O0)O|+JO0)+|[0[0]|+]O0 ]| + | +]2+

21+ | +|0|0 | +])+ |+ O |+ ]|+ O0JO0|O0O)*+)+|[0]|]O0 |+ 0| +]+]2+

3|+ |0+ +]0 0 + 0 + |+ | 0 |+|O0O]+)O| + |+ [0 0 + | + | 2+
4 10| + |0 | + | + 0 + + | 0 0 + |0 |+ |+ +| +]|0 | + 0 + |+ | 2+
510 |0+ |+ [+ )]0 | +]O0 |+ ]|+]|O0]|+|O0]+]JO|+|[O0[+]O0[|[+]O0]O
6 J 0| 0|0 |+ |+ ] + + |+ 0|0 |+ ]|+|O0]+]+|+]|]0]|+]O + | +]0
70|00 |+ |[+)]O0 |+ ]O0 |+ ]+|O0jJOjO}+|*+|O0|[+[0]O|+]O]O
g |+ |00 |+ |+ O |+ OO0 JO |+ JO|+]+]JO]|+]|0]|+]O0 | +]+]2+
9 10| 0|0 |+ |+ 0 + + 0 + + o +]O0)+| + |0 + 0 + + ] 0
0o ofo|+|+]0 | *)of|[+[*]*|o|+]*fo[+|+][0]0|*]+]0

Anticorpo(s):
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DTaMed ID Antikorper-Suchtest

Mlcro Typing System
|
Antigen-Tabelle

Spender
Rh-hr Donor

Donneur
CwCD.ee R,wR, 073-1

ch.EE R,R, 0732 |+ |0

Caso B

Antibody screening Recherche d’anticorps

Antigen-Table Table d’antigénes

a ' Kpb

-+!0 +‘0 0

'D-DiaCell I-1I-
iD-DiaCell I- I

Resultat |
Result {1
Résultat /101

LISS/ Enzym. - it
Coombs | Enzyme .

>+ | 4+ T

o T | } + b —
1 1 ~—

Mdee o 0733 oo

3¢ | Abid

s T -

+E+:[li0»+;+ 0;4;0 +§0 |+
0|+:+10’0 +l+l 4|0 +Y 4]

¥ s -

Eigenkontrolle
Autocontrol
Autocontrole

Die farbig gekennzeichneten Antigene kénnen im mi_IHT
+ Enzymtest unterdriickt oder zerstort werden. R {) flgd)
Shaded columns indicate antigens destroyed or I 06084.30.x | 06134.30.x (Japan: 0608.30.xx/061:
diminished in reactivity by enzyme treatment. - [LOT]10mL I 06094.30.x |06144.30.X (Japan: 0609.30.xx/0614.3
La réaction peut étre inhibée avec les anticorps des i 06104.30.x | 06154.30.x  (Japan: 0610.30. "XI ) J‘: i
systemes MNSs, Duffy et Xg, §‘a les hématies sont !
| 06084.30.x | 06134.30.x (Japan: osossoxxl
traitées aux enzymes protéolytiques. 5mL Il 06094.30.x |06144.30.X (Japan: 0609.30.xx
m 06104.30.x (06154.30.X (Japan: 0610.30.xx/
s = stark/strong/fort
w = schwach/weak/faible Set I-lI-111 10 mL 45184.30.x (Japan: 4518.30.xx)
nt = nicht getestet/not tested/pas testé Set I-lI-1l1 5 mL 45404.30.x (Japan: 4540.30.xx)
Set I-II-IP 10 mL  45194.30.x (Japan: 4519.30.xx)
Set I-lI-l1 P 5 mL 45414.30.x (Japan: 4541.30.xx)
V.I.P. Software Ch.-B.: :
V.I.P. Software lot no.: S236 -
V.L.P. Software no. lot: Do 2005.10.03  (Japan: 03.10.05)
Name/name/nom Blutgruppe + Antigene Interpretation Untersuchungsdatum
Mmk’ D Bloodgroup + antigens Interpretation Examined on
{5t Groupe de sang + antigénes Interprétation Date de I'analyse
[\ ghh f_\gﬁ’g},\p
)
B004311 03.04 25.07.2008/00 &0 Alaffad AR 1908 Pummaine o MBasas Cuotomantanddhiaaibion athin i ok ud S
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Walvied-iu : 06271.90.X  (dapen: 0627.90.xx) _ 20051003 ‘-wilaranel o
Micro Typing System ¢t /D-DiaPanel P: 45171.90.x  wapan: 4517.90.xx LOT] 05361.90.x -  (Japan: 0536.90.xx) ™ (Japan: 03.10.05) ID-DiaPE‘ I‘ He”:
C€ Antigen-Tabelle / Antigen-Tabie / Table d'antigénes 05461.90.x  (Japan: 0546.90.xx) ?ln T
/ ldentification d’anticorps V.I.P. Software Ch.-B./lot no./no. lot:; P83 (i)

entification

Antikdrper-ldentifizierung / Antibody id

i . Ehi % 5 ¥ AR
T 5 i i)
Spez; Antigene § Resultat/Result/Résultat Bemerkungen
: z Special types™ §- Remarks it i
Rheh _ lemarks | .
h=ht Antigenes part. LSS/ | Enzym e Rerr{n losiiiit
: » ' Coombs| Enzyme il
CwCD.ee R;“R, 255435 | 0 3+ |4+
CCD.ee R;R, 693838 [+ |+ |0 |0 | +fo]+4o0 A |4+
- ccD.EE  R,R, 011889 [+ [0 |+ |+ + 0§0 |+f+ 3+ |4+
n Ccddee r'r 056229 §0 [+ [0 |+ + +0 |+ f+ Bga+ 0 Ip
n ccddEe P 476001 0 |0 |+ |+ + +80 |+ §+ 0 0
n ccddee  rr 275221 o0 [0 |0 |+ + 0§+ |+ 4+ 3 |0
ccddee rr 193224 §0 |0 |0 |+ | + + 0|+ §+ (0] O
mcD.ee Ror 302522 §+ |0 |0 |+ + +8+|+§0 Bga+ : ,b* L\‘(’
yicll ccddee  rr 093166 §0 |0 [0 |+ + + 40 [+ f+ 21 d
8 ccddee  rr 373941 fo |0 |0 |+ + +40 |+ % m ¥+ |0
nTcddee rr 375790 jo {0 |0 |+ +f+|0f0 |+ §0{0f+J0|+|0[+f0]|+f+ Bge+ n ot | O
i i
7] o 5;_ £
£ | £
patiant : Eigenkontrolie O O
2 | | negative control

ID-DiaPanel-Zellen 1-11 (wenn unter der Rubrik , spezielle Antigene” nichi positif/positive (+) négatif/negative (0) Die farbig gekennzeichneten Antigene kénnen im Enzymtest unterdriickt oder zerston werden. s
Vi kt) sind a w

ande.rs S £ : Shaded columns indicate antigens destroyed or diminished in reactivity by enzyme treatment. ¢

ID-DiaPanel cells 1-11 (except as indicated under ,special types”) are:

Les hématies ID-DiaPanel 1-11 (exceptées celles qui sont indiquées sous

La reaction peut étre inhibee avec les anticorps des systemes MNSs, Duffy et Xg, si les

.antigenes particuliers”) sont: hemates sont traitées aux enzymes protéolvtiques
Name/name/nom Blutgruppe + Antigene Interpretation Untersuchungsdatum
Blood group + antigens Interpretation Examined on
/DGE/\’\\Q 6 Groupe de sang + antigénes Interprétation Date de I'analyse
f A A ege Mo
LN
B004115 03.04 25.07.2005/12 40 F DiaMed AG, 1785 Cressier s/Morat, Swluerlandl\:lva‘l.dl‘am‘lidj:'?{l
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Caso C

Rh-hr Kell Duffy Kidd | Lewis | P MNS Luth. | Xg | Resultados

D(C|E K | k |Fya|Fyb|Jka|Jkb |Lea|Leb] P1 N|S Lua | Lub | Xga| L/C |Enzi|4°C
T + |+ |0 0 + 7 + | 0]JoOo|+]0O _0_ 0 + |+ ]2 |o
2 |+ |+ |0 + + 0|+ |+ 00|04 0 0 + |+ |z |
31+ [0 + 0| +JO0 [+ ]+ 0]+|0]+ + 0| + |+ ]o |o
4 |0 |+ |0 0 + |+ [0 JO | + O +]+ 0 0 + |+ ] |o
5 10 (0| + 0 + |0 [+ |+ |0 |+|0]+ 0 0 + |0 Jo |o
6 J]0 ([0 ]| 0 + + |+ 0O+ |+]|0]+ 0 0 + |+l |2
710010 0 + 10|+ |+ 0]O]|O]|+ + 0 + |0 ]2 o
8§ |+ |00 0 + 10| 0 |JO |+ O] +]+ 0 0 + |+ o [o
910 (0] 0 0 + |+ |0 | +]| +]O0]+]0 0 0| + |+ ]« |o
0f0[0]o0 0|+ Lo |+ |*|*|o|+]* + 0|+ |+ ]o |[o
MJ0 (0|0 0 [+ |0 [+ O |+ |O|+]+ + + | + |+ ] |o

Anticorpo(s):

Pagina 48 de 48



