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1. OBJETIVOS

Determinar a tipagem sanguinea ABO e RhD em amostras de pacientes e doadores de sangue.

2. PRINCIPIO

Através da técnica de aglutinacdo em gel verificar a presenca/auséncia de antigenos e anticorpos do sistema
ABO e do antigeno D do sistema Rh.

3. AMOSTRAS

Amostras de sangue coletadas em tubos com anticoagulante EDTA.

4. EQUIPAMENTOS E REAGENTES

- Centrifuga para amostras;

- Centrifuga para cartdes;

- Pipeta semi-automatica;

- Ponteiras;

- Cartdo A, B, D, ctl, Al, B para tipagem sanguinea;

- Solucgdo de baixa forca idnica — LISS .




5. CALIBRACOES

Os equipamentos devem ter certificado de calibracdo anual.

6. CONTROLE DE QUALIDADE

Todos os cartdes e reagentes devem ser submetidos a inspecao visual antes de seu uso, observando a data de
validade, sinais de hemolise, contaminacdo bacteriana, formacdo de bolhas e outros sinais que possam

interferir nos testes a serem realizados.

7. DESCRICAO

Todos os cartdes devem estar centrifugados e 0s reagentes e amostras devem permanecer em temperatura
ambiente no minimo 15 minutos antes do inicio dos testes.
Realizar entdo os seguintes passos:
- Centrifugar a amostra de sangue durante 5 minutos a 3400 rpm;
- Retirar o lacre do cartéo;
- Dispensar uma gota de heméacias A1 no microtubo Al e uma gota de heméacias B no microtubo B;
- Dispensar 50uL de plasma/soro do paciente/receptor nos microtubos Al e B;
- Preparar suspensdo de hemacias a 1% diluindo 12,5uL de concentrado de hemacias do paciente/receptor em
1mL de LISS, homogeneizando adequadamente;
— Dispensar 50uL da suspensao nos microtubos A, B, D, ctl;

— Centrifugar de acordo com instruc@es do fabricante.

PESQUISA RhD FRACO

- Selecionar amostras com aglutinagdo no microtubo “D” em intensidade igual ou menor que 2+ ¢
negativas;

- Preparar nova suspensdo de hemécias a 1%, utilizando 1000uL de LISS e adicionando 12,5uL de
concentrado de hemécias;

- Marcar dois microtubos do cartdo de LISS/COOMBS com o niumero seqiiencial da amostra, sendo que
o primeiro sera identificado como “D” e o segundo como “CT”;

- Dispensar 50uL da suspenséo de hemacias preparada aos dois microtubos;

- Dispensar 25uL de soro anti-D (IgM+IgG) ao microtubo “D”;




- Dispensar 25ulL de soro controle RH ao microtubo “CT”;

- Incubar durante 15 min a 37°C;

- Centrifugar durante 10 min a 910 rpm;

- Realizar a leitura, observando presenca ou auséncia de aglutinacdo.

8. CALCULOS

N&o aplicéavel.

9. RESULTADOS

Através da presenca ou auséncia de aglutinagdo determinar a tipagem sanguinea ABO de acordo com o0s

guadros abaixo:

Negativo | -ou 0 | Faixa de globulos vermelhos no fundo da coluna, sem aglutinac@es visiveis
+/- Escassas aglutinagdes de tamanho pequeno na metade inferior da coluna
1+ Algumas aglutinacGes de tamanho pequeno na parte inferior da coluna
Positivo | 2+ Aglutinagdes de tamanho pequeno ou mediano na extensao da coluna
3+ Aglutinagdes de tamanho médio na parte superior da coluna
4+ Faixa de glébulos vermelhos aglutinados na parte superior da coluna
DP dp Populacéo dupla (faixa dupla de glébulos vermelhos, no fundo e na parte superior
da coluna
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4+ 3+ 2+ 1+ 0
Prova direta Prova reversa Concluséo
Microtubo A | Microtubo B | Microtubo A1l | Microtubo B
(+) a4+ - - (+)ad+ A
- (+) a4+ (+) a4+ - B
(+) a4+ (+) a4+ - - AB
- - (+) a4+ (+)ad+ 0

Para qualquer outro tipo de combinagdo de resultados os testes deverdo ser considerados inconclusivos

quanto a tipagem ABO.

A presenga de aglutinagdo de qualquer intensidade no microtubo “ctl” invalida todos os resultados acima.

Através da presenca ou auséncia de aglutinacdo determinar a tipagem sanguinea RhD de acordo com o

guadro a seguir:

Microtubo D | Microtubo ctl | Concluséo

4+ - RhD Positivo
(+)a3+ - RhD Positivo fraco
- - RhD Negativo
-a4d+ (+) a4+ Inconclusivo

A presenca de aglutinacdo de qualquer intensidade no microtubo “ctl” invalida todos os testes acima.

Pesquisa RhD fraco:
RhD NEGATIVO: auséncia de aglutinagdo nos microtubos “D” e “CT”

RhD POSITIVO Fraco: presenca de aglutinagdo em qualquer intensidade no microtubo “D” e auséncia

de aglutinacao no microtubo “CT”

RhD INCONCLUSIVO: presenca de aglutinagdo em qualquer intensidade no microtubo “CT”.

10. COMENTARIOS




As amostras devem ser centrifugadas a cerca de 3400 rpm em tempo de 3 a 5 minutos.
Cuidado para ndo colocar em contato com 0s soros ponteiras contaminadas.
Em casos de discrepancia na tipagem sanguinea as amostras devem ser encaminhadas, juntamente com a

historia transfusional do paciente, ao laboratério de Imuno-hematologia para investigacéo.

11. FLUXOGRAMA

INICIO

CENTRIFUGAR A AMOSTRA

v

RETIRAR O LACRE DO CARTAO

v

DISPENSAR AS AMOSTRAS E REAGENTES

v

CENTRIFUGAR

v

REALIZAR A LEITURA E INTERPRETAGAO
DOS RESULTADOS

FIM
11. RESPONSABILIDADES
Técnicos do SHMT devidamente treinados no procedimento e com leitura do POP.
12. NORMAS DE SEGURANCA
As amostras devem ser consideradas como potencialmente infectantes e patogénicas, devendo ser
manipuladas como material capaz de transmitir doengas. Consultar manual de Biosseguranga do Servigo de
Hemoterapia (Manipulacdo de Amostras Bioldgicas).

13. TREINAMENTO

Os treinamentos devem ser realizados anualmente por profissional capacitado e devidamente registrados em
formulério proprio.

14. FORMULARIOS




N&o aplicéavel.




