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RESUMO

Entre os 43 sistemas de grupos sanguineos ja descritos, que contemplam 345 antigenos
eritrocitarios, apenas os antigenos do sistema ABO e o antigeno RhD do sistema Rhesus (Rh)
sdo rotineiramente avaliados para a selecdo dos hemocomponentes devido as caracteristicas dos
seus respectivos anticorpos. O objetivo deste estudo foi sintetizar os critérios para a garantia da
qualidade dos exames de fenotipagem ABO e RhD. Foi realizada uma revisédo narrativa
descritiva da literatura, com abordagem dos temas relacionados a técnica, a evolucdo dos
reagentes e as especificacdes da qualidade. A determinacdo laboratorial do fen6tipo ABO/RhD
se mostra harmonizada internacionalmente, utilizando reagentes que detectam a presenca ou
auséncia dos antigenos/anticorpos eritrocitarios através de reagdes soroldgicas de
hemaglutinacdo por diferentes técnicas. A substituicdo dos reagentes policlonais por
monoclonais tem proporcionado testes com anticorpos de alta qualidade, mais potentes e
especificos. As normativas preconizam, em varios paises, a avaliacdo dos reagentes antes do
uso, sendo no Brasil especificada para cada lote/remessa recebida. Controles internos, durante
0 uso, e externos da qualidade também sdo preconizados aos servicos de hemoterapia
brasileiros, europeus, britanicos, australianos e neozelandeses. Assim, foi observada robustez
na legislacgdo brasileira quanto & garantia da qualidade dos exames imuno-hematolégicos.

Palavras-chave: sistema ABO de grupos sanguineos, sistema do grupo sanguineo Rh-Hr,
antigenos de grupos sanguineos, controle da qualidade.

ABSTRACT

Among the 43 blood group systems already described, which include 345 erythrocyte antigens,
only the ABO antigens and the RhD antigen of the Rhesus (Rh) system are routinely evaluated
for the selection of blood components due to the characteristics of their respective antibodies.
This study aimed to summarize the criteria for quality assurance of ABO and RhD phenotyping
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tests. A descriptive narrative review of the literature was carried out covering topics related to
the technique, the evolution of the reagents and quality specifications. The laboratory
determination of the ABO/RhD phenotype is internationally harmonized, using reagents that
detect the presence or absence of erythrocyte antigens/antibodies through serological
hemaglutination reactions by different techniques. The substitution of polyclonal reagents for
monoclonal ones has provided tests with high quality, more potent and specific antibodies. In
several countries the regulations have recommended the reagent evaluation before the use and
in Brazil it is also specified for each bath/consignment received. Internal quality control, during
the use, and external quality control are also recommended for Brazilian, European, British,
Australian and New Zealand hemotherapy services. Thus, it was observed robustness in the
Brazilian legislation regarding quality assurance of immunohematological tests.

Keywords: ABO blood-group system, Rh-Hr blood-group system, blood group antigens,
quality control.

1 INTRODUCAO

O termo sistema de grupo sanguineo refere-se a um ou mais antigenos expressos na
membrana dos eritrocitos, controlados por um Gnico gene ou por um complexo de dois ou mais
genes homdlogos intimamente ligados. Para que um sistema de grupo sanguineo e seus
antigenos sejam reconhecidos, a variagdo genética subjacente deve ser identificada,
sequenciada e com confirmacéo de que afeta o fendtipo. Cada sistema é geneticamente distinto
de todos os outros*?.

A importancia clinica dos antigenos eritrocitarios depende principalmente da frequéncia
com que os aloanticorpos ocorrem e suas caracteristicas: classe do anticorpo, amplitude térmica
e capacidade de ativar a cascata do complemento. Essas caracteristicas, por sua vez, determinam
a capacidade do anticorpo causar a destruicdo dos eritrocitos e de atravessar a barreira
placentaria e causar doenca hemolitica do recém-nascido. A producdo de aloanticorpos, na
maioria dos sistemas de grupo sanguineo, ocorre através da exposic¢ao do individuo a antigenos
n&o proprios®>.

A Sociedade Internacional de Transfusdo Sanguinea descreve até o momento 43
sistemas de grupos sanguineos, determinados geneticamente por 48 genes, contendo um total
de 345 antigenos eritrocitarios?. Destes, apenas os antigenos do sistema ABO e um (nico
antigeno (RhD) dentro do sistema Rhesus (Rh) séo rotineiramente avaliados para a selecéo de
hemocomponentes para transfusdo, em virtude da capacidade dos anticorpos correspondentes
causar hemdlise e da imunogenicidade dos antigenos deste sistema, respectivamente. Antigenos
de outros sistemas de grupo sanguineo sdo pesquisados apenas em certas circunstancias, por

exemplo, nos receptores em esquema de transfusdo cronica®.
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No Brasil, o Ministério da Saude preconiza a implementacdo de politicas e a¢des que
assegurem a qualidade dos produtos e servigos prestados pelos estabelecimentos de
hemoterapia. Essas diretrizes sé@o importantes para a obtencdo de resultados laboratoriais
precisos e confiaveis, com objetivo de garantir a seguranca do paciente, a eficacia e eficiéncia
do diagndstico, tratamento e monitoramento do individuo, aléem da satisfacdo dos clientes,
sejam eles médicos ou pacientes®®.

Desta forma, destaca-se a importancia do controle da qualidade na determinagéo
fenotipica dos sistemas de grupo sanguineo ABO e RhD das amostras de receptores e doadores
de sangue para a adequada compatibilizacdo de hemocomponentes e consequente seguranca
transfusional.

Nesse contexto, este estudo tem como objetivo sintetizar os critérios nacionais e
internacionais para a garantia da qualidade dos exames de fenotipagem ABO e RhD. S&o
abordados temas relacionados a técnica, a evolucéo dos reagentes utilizados e as especificacdes
da qualidade para a producdo e uso dos reagentes.

Trata-se de uma revisao de escopo narrativa da literatura de carater descritivo. A busca
por artigos cientificos para a elaboracao deste estudo foi desenvolvida a partir de pesquisas nas
bases de dados Pubmed, Scielo e Google Scholar. Também foram utilizados como referéncia
livros da area, normativas, diretivas e orientacdes técnicas de autoridades sanitarias e
sociedades cientificas nacionais e internacionais. As referéncias bibliograficas dos estudos
recuperados também foram pesquisadas visando a identificacdo de outros dados relevantes
relacionados ao assunto. Os textos foram avaliados através de leitura interpretativa e sintese dos

achados.

2 SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS ABO E Rh

Os antigenos do sistema de grupo sanguineo ABO expressos nas hemacias sao
determinados por genes localizados no braco longo do cromossomo 9. Esses genes codificam
glicosiltransferases que catalisam a transferéncia de um agucar terminal imunodominante a um
substrato receptor, o antigeno H, o qual é convertido em antigeno A ou B. No grupo sanguineo
A, o acucar terminal € a a-N-acetilgalactosamina, adicionado por meio da enzima o(1,3)N-
acetilgalactosaminiltransferase. No grupo sanguineo B, o agucar terminal é uma galactose,
adicionado por meio de uma galactosiltransferase. Individuos do grupo AB contém antigenos
A e B em suas hemacias. Individuos do grupo O carecem de uma transferase funcional e,

portanto, no transferem nenhum tipo de agticar ao antigeno H*°.
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O sistema de grupo sanguineo ABO é considerado o0 mais importante na prética
transfusional devido a ocorréncia previsivel dos anticorpos anti-A e anti-B em individuos que
ndo possuem o correspondente antigeno. Esses anticorpos tém a capacidade de ativar o sistema
complemento e frequentemente causar hemodlise intravascular aguda quando eritrocitos
incompativeis sdo transfundidos®>1°,

Os anticorpos do sistema ABO sdo formados naturalmente, sem qualquer exposi¢ao a
hemécias ou gravidez prévia e sdo predominantemente de classe IgM, embora pequenas
quantidades de IgG possam estar presentes. Uma das explicacbes para a producdo dos
anticorpos ABO por individuos que ndo apresentam os respectivos antigenos nos eritrocitos é
a ampla distribuicdo de estruturas semelhantes aos antigenos A e B na natureza, principalmente
nas bactérias presentes no trato intestinal, as quais promovem uma exposi¢ao constante de todos
os individuos a essas estruturas®*11,

O sistema Rh, composto por 56 antigenos, é o segundo sistema de grupo sanguineo em
importancia transfusional. Isso se deve ao fato de que seus antigenos, especialmente o RhD, séo
altamente imunogénicos. Dois genes altamente homdlogos, RHD e RHCE que estéo localizados
no cromossomo 1, sdo responsaveis por codificar, respectivamente, as proteinas RhD e
RhCE?212,

O antigeno RhD € uma proteina transmembrana e sua presenca na membrana das
hemacias caracteriza os individuos como “RhD positivos”. Apenas 18% dos caucasianos séo
RhD negativos, ou seja, carecem da expressdo dessa proteina. Devido a alta imunogenicidade,
individuos RhD negativos podem, prontamente, formar anticorpos anti-D através de
imunizacdo ativa quando expostos a eritrocitos RhD positivo de outros individuos em
transfusdes, gestacdes ou abortos. Esses anticorpos séo capazes de causar reagoes transfusionais
hemoliticas e doenga hemolitica do feto e do recém nascido®>913

3 FENOTIPAGEM ABO E RhD

A determinacdo laboratorial do fenotipo ABO pode ser realizada pela deteccdo
soroldgica da presenca ou auséncia de antigenos (tipagem direta) e de anticorpos (tipagem
reversa) com O uso de reagentes imuno-hematologicos, através de reacGes de
hemaglutinacio®'®. H4 uma ampla gama de testes analiticos disponiveis. Entre os mais
conhecidos estdo as técnicas em lamina, tubo, microplaca e gel-centrifugacdo. Ferramentas de
biologia molecular também podem ser empregadas quando as sorologicas nao séo

suficientes!1°,
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A tipagem direta é rotineiramente realizada com o uso de antissoros comerciais (anti-A,
anti-B e anti-AB) e tem finalidade de detectar antigenos nas hemécias de um individuo. O uso
do soro anti-AB é facultativo caso os soros anti-A e anti-B forem de origem monoclonal. A
tipagem reversa visa a deteccdo de anticorpos ABO no soro ou plasma do individuo, e é
realizada através do uso de reagentes de hemacias conhecidas Al e B. O uso de outros reagentes
de hemécias como A2 e O, tem carater opcional e visa auxiliar casos de divergéncia entre as
tipagens direta e reversa. A tipagem direta e a tipagem reversa devem sempre apresentar
resultados concordantes entre elas®.

Em algumas circunstancias, pode existir discordancia entre o resultado dos antigenos
presentes na superficie das hemécias e os respectivos anticorpos detectados no soro. Isso €
chamado de discrepancia ABO. Nestes casos, investigacdes adicionais por meio de técnicas
complementares s&o necessarias®.

A analise da expressdo do antigeno RhD em amostras de pacientes e doadores
preconizada na rotina transfusional é realizada, usualmente, com o0 emprego de antissoros que
detectam a presenca ou auséncia deste antigeno em reacdes de aglutinacdo. Paralelamente a
toda determinacdo RhD realizada, os servicos devem utilizar um soro controle negativo
compativel e do mesmo fabricante. A reacdo da amostra com o soro controle deve ser negativa
para validar o teste de determinagdo RhD®.

A expressao de baixa quantidade de antigeno RhD caracteriza o fenétipo RhD fraco.
Neste caso, a aglutinacdo direta com o soro anti-D é mais fraca, podendo inclusive apresentar-
se negativa. Este fenotipo pode ser detectado por meio da pesquisa do antigeno RhD fraco, apds
incubacdo e uso do regente antiglobulina humana. Diante de reaces negativas na determinacéo
do RhD de amostras de doadores, a pesquisa do antigeno RhD fraco é compulsoéria. J& para
amostras de receptores de sangue que apresentaram reacdo negativa com o soro anti-D, a
pesquisa de antigeno RhD fraco é uma recomendacdo, podendo a amostra ser considerada
negativa para fins transfusionais®*2.

MutagOes pontuais e recombinagdes entre os genes homologos RHD e RHCE geram
novas configuracBes antigénicas dando origem as variacdes qualitativas dos antigenos deste

sistema, 0 que pode dificultar as analises®.

4 REAGENTES MONOCLONAIS UTILIZADOS NA TIPAGEM SANGUINEA
A tecnologia de anticorpos monoclonais foi inicialmente desenvolvida por Kohler e

Milstein®® e rapidamente direcionada a pesquisa e producio de reagentes para determinagio de

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 6, n. 2, p.6069-6087, mar./apr., 2023



Brazilian Journal of Health Review
ISSN: 2595-6825

6074

tipagem sanguinea, tanto para uso na pesquisa quanto na rotina da imuno-hematologia
laboratorial’.

Entre 1979 e 1983 foram testados diversos protocolos para producdo de anticorpos
monoclonais para deteccdo de grupo sanguineo ABO24. Alguns anticorpos apresentaram
resultados promissores para uso clinico?®, porém, na maioria dos casos, os titulos
(concentracdo) ainda eram baixos e as rea¢des fracas com subgrupos sanguineos os tornavam
inadequados para tal finalidade®®.

Fletcher, Harbour e Zwart?’ relataram a producéo de anticorpos anti-A e anti-B apos
imunizacdo de camundongos com hemécias A e B e substancia B como imunogenos. Os
anticorpos produzidos foram testados em técnicas manuais e automatizadas e comparados com
reagentes policlonais. O anti-A produzido apresentou baixo titulo e avidez (afinidade) menor
que o soro policlonal de origem humana, entretanto, nos testes automatizados, o desempenho
foi semelhante. Ja o anti-B produzido apresentou titulo mais baixo quando comparado com
anticorpos monoclonais produzidos anteriormente, porém mostrou boa performance nos testes
de avidez.

Messeter et al.?® obtiveram sete anticorpos monoclonais aglutinantes contra antigenos
do sistema ABO (trés anti-A, dois anti-B e dois anti-AB) por meio da imunizacdo de
camundongos com substancias sollveis de grupo sanguineo, hemacias inteiras ou membrana
de hemacias de diferentes tipagens. Estes anticorpos foram extensivamente estudados em testes
manuais e automatizados, e seis deles apresentaram resultados tdo bons quanto ou melhores que
0s soros comerciais policlonais disponiveis na época. A exemplo, os anticorpos monoclonais
anti-A e anti-B apresentaram claramente rea¢es mais intensas quando testados com hemacias
A2B e comparados com o0s correspondentes policlonais.

Por outro lado, os reagentes anti-D policlonais disponiveis eram principalmente do tipo
IgG e s6 causavam aglutinacdo quando potencializados. Os anticorpos anti-D IgM eram
escassos!’. A producdo dos primeiros poucos anti-D I1gG monoclonais foi relatada
posteriormente por Crawford et al.?®, Doyle et al.?® e Thomposon et al.*.

Dentre os diversos estudos publicados na época, McGowan et al.* apresentaram um
estudo multicéntrico, para testar diferentes anticorpos de especificidades Anti-A, anti-B e anti-
AB, comparando reagentes mono e policlonais, usando técnicas manuais e automatizadas, e
realizou testes: a) de avidez dos reagentes ap6s um ano de armazenamento a +4°C, -20°C e em
nitrogénio liquido; b) de degradacao acelerada, com armazenamento a 37°C por um més e outra
aliquota passou por seis ciclos de temperatura entre os limites de -20°C e +20°C com testes de

titulacdo e escore total de reacdo, e anticorpos de especificidade anti-A monoclonais se
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mostraram mais potentes e estaveis que os policlonais, exceto os reagentes armazenados a 37°C
por um més, que exibiram sinais de degradacao, particularmente quando testado com hemaécias
A2B3,

Neste mesmo estudo, McGowan et al.®! também realizaram um teste longitudinal de
estabilidade, no qual aliquotas de cada reagente foram estocadas a +4°C e -150°C e testadas
apos um, seis, 10 e 12 meses e se mostraram estaveis. Entretanto, apds o armazenamento, uma
queda na poténcia foi observada em todos os reagentes anti-A monoclonais quando testados
com hemacias A2B. Nesta situacdo, o reagente monoclonal que apresentou a maior diferenca
de titulo tinha valor inicial de 128 e, apos 10-12 meses na condicdo de estocagem de 4°C,
apresentou titulo de 16.

Depois disso, diversos outros estudos investigando o uso, a reatividade e a estabilidade
de reagentes monoclonais para determinacdo de grupos sanguineos foram publicados e as
metodologias de producéo aprimoradas®>2¢. Em se tratando de reagentes anti-D, os estudos sdo
voltados também para a capacidade de deteccdo de fenotipos variantes e fracos, além da
estabilidade®’38,

As principais vantagens do uso de reagentes de anticorpos monoclonais para
determinacdo de grupo sanguineo em comparagdo com os anticorpos policlonais sdo: a
tecnologia de producdo de anticorpos monoclonais é bem estabelecida e fornece produtos de
alta qualidade, potentes e especificos e em grandes quantidades; a composicdo é conhecida e
constante lote a lote, os reagentes monoclonais séo livres de anticorpos concomitantes e ndo
dependem de plasmas de doadores; o custo pode ser considerado relativamente baixo quando €
eliminado o trabalho de avaliar grande nimero de pequenas doacdes individuais necessarias

para a producéo de reagentes policlonais®’.

5 GARANTIA DA QUALIDADE

Estima-se a producdo anual de aproximadamente 85 milhdes de concentrados de
hemacias no mundo e espera-se que essa demanda aumente ainda mais devido ao
envelhecimento demogréafico da populacdo e consequente aumento nos procedimentos que
requerem suporte transfusional. Embora estratégias de gerenciamento e revisdo de politicas
transfusionais tenham sido adotadas pelos servigos para equilibrar a oferta e procura, a
compatibilizagdo dos hemocomponentes ainda é desafiadora®.

Os servicos de saude séo responsaveis por organizar seus processos de forma a atender
0s requisitos legais e garantir a qualidade e seguranca do sangue e hemocomponentes. A

implementacdo e manutengéo de um sistema de gestdo da qualidade, a realizagéo de controles
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da qualidade dos hemocomponentes, 0 monitoramento e gestdo de riscos, a adocdo de
estratégias proativas e ndo reativas, 0 acompanhamento de indicadores de processos visando
identificar areas que necessitam de atencdo e 0 monitoramento das mudangas ao longo do tempo
s&0 essenciais para o sucesso das atividades técnicas de uma instituic&o®®.

Além disso, para obtencdo de resultados confiaveis nos testes realizados e consequente
garantia da seguranca transfusional, € imprescindivel a padronizacéo e valida¢do dos processos
criticos, uso, manutencdo, calibracdo e qualificacdo de equipamentos, treinamento inicial e
periddico dos colaboradores e realizacio de controles da qualidade®4°,

O Conselho da Europa iniciou em 1962 o acordo N° 39 de intercambio de reagentes para
determinacdo de grupos sanguineos. Ficou entdo definido um protocolo de especificacdes
relacionadas a poténcia, especificidade, estabilidade, validade, conservagdo, coloracéo,
distribuicdo, volume, rotulagem, instrucbes de uso e certificacdo para estes reagentes, sejam
eles de origem humana, animal, vegetal ou outras. Desta forma, estes paises ficaram sujeitos as
mesmas regras, permitindo o intercimbio destes reagentes entre eles*4?,

O Conselho da Europa também estabeleceu recomendagdes sobre aspectos éticos,
sociais e cientificos. A recomendacdo n°® R (95) 15 trata da preparacdo, uso e garantia da
qualidade dos hemocomponentes*®. Atualizada regularmente, a recomendacdo apresenta
diretrizes de boas préticas e especificacdes para os estabelecimentos de transfusdo de sangue
através de um guia para preparacéo, uso e garantia da qualidade dos hemocomponentes*,

No ambito da Uni&o Europeia, a vigente diretiva europeia do sangue 2002/98/CE, de 27
de janeiro de 2003, estabelece as normas de qualidade e seguranca em relacdo a coleta, analise,
processamento e distribuicdo do sangue humano e de seus componentes para 0s estados
membros®. A diretiva 2005/62/CE, de 30 de setembro de 2005, trata do sistema de qualidade
dos servigos de sangue?®.

Assim como no Brasil, 0s reagentes imuno-hematoldgicos sdo considerados dispositivos
de diagnostico in vitro pela Unido Europeia. A producéo e uso destes reagentes devem atender
as diretiva 93/42/EEC do Conselho das Comunidades Europeias*’, relativa aos dispositivos
médicos, e diretiva 98/79/EC do Parlamento Europeu e do Conselho da Uni&o Europeia®®, a
qual trata dos dispositivos médicos de diagndstico in vitro. Além disso, 0s reagentes para
determinacdo de grupo sanguineo também devem atender especificagdo técnica comum
2009/886/EC para dispositivos médicos de diagndstico in vitro®.

Esta especificacdo traz os critérios para a avaliacdo de desempenho dos reagentes e
produtos para deteccdo dos antigenos dos sistemas ABO, Rh e Kell. Essa avaliacdo deve ser

realizada com amostras representativas da populagdo europeia, as amostras positivas devem
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incluir aquelas com expressdo fraca de antigenos e variantes e 0s resultados devem ser
comparados com metodologias de ultima geracdo ja implementadas. Os efeitos de potenciais
substancias interferentes devem ser identificados como parte da andlise de risco exigida para
cada novo reagente®,

Também, na especificacdo técnica comum 2009/886/EC, sdo determinados 0s critérios
dos testes de qualidade que devem ser realizados pelo fabricante para assegurar que cada novo
lote produzido seja suficientemente sensivel e especifico para identificar sistematicamente os
antigenos, epitopos e anticorpos pertinentes. Entre os testes, esta a testagem dos soros anti-A e
anti-B com no minimo duas hemécias dos fendtipos Al, A2B e Ax e fenétipos B e AlB,
respectivamente. Para o0 soro anti-D, preconiza-se a testagem com no minimo duas hemécias de
fendtipos R1r, R2r e D fraco. Os resultados dos testes devem ser inequivocos para todas as
técnicas recomendadas e concordantes com a avaliacdo de desempenho®.

Os servigos de hemoterapia europeus somente podem utilizar reagentes licenciados ou
que foram avaliados e considerados adequados por uma autoridade nacional de salde
responsavel e devem exigir dos fornecedores dados completos das validacoes de cada lote*.
Todos os procedimentos e testes laboratoriais que podem afetar a qualidade e seguranca do
sangue devem ser validados antes de serem utilizados e revalidados conforme periodicidade
definida pelo estabelecimento. Todo equipamento deve ser validado, calibrado e mantido de
acordo com a finalidade a que se destina®®.

Controles internos e externos da qualidade de reagentes imuno-hematolégicos sdo
indicados na Unido Europeia. Cada novo lote de reagente imuno-hematol6gico deve ser testado
para demonstrar a adequacéo a finalidade pretendida. Para testes de deteccdo de antigenos, os
controles devem incluir controle positivo, de preferéncia com antigenos em heterozigose, e
controles negativos. A frequéncia de realizacdo de controle interno da qualidade depende da
técnica empregada, devendo ser realizado pelo menos a cada bateria de testes nas rotinas
automatizadas ou pelo menos uma vez por dia, desde que os mesmos lotes sejam utilizados**.

O Comité Consultivo Profissional dos Servicos de Transplante de Tecido e de
Transfusdo Sanguinea do Reino Unido publicou em 2013 a 82 edicdo das diretrizes para 0s
servigos de transfusdo de sangue do Reino Unido que preconiza a implementacéo de um sistema
de gestdo da qualidade e controles internos e externos. Neste documento, sao apresentadas as
normas e as especificacdes para avaliagdo de desempenho e controle da qualidade de reagentes
para determinagdo de grupos sanguineos. Além do atendimento a diretiva a 98/79/EC e a
especificacdo técnica comum europeia, este comité prevé o atendimento de outros padrbes

internacionais importantes como, por exemplo, a avaliagcdo da performance dos reagentes e da
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poténcia (titulacdo) e especificidade dos diferentes lotes de antissoros produzidos atraves de
testes com hemécias de diferentes fendtipos. Adicionalmente, sdo apresentadas as diretrizes
gerais para a producdo dos reagentes de hemécias utilizados nos testes imuno-hematoldgicos.
Para os reagentes de hemacias, o fenotipo deve ser confirmado em duplicata, as hemacias
devem estar suspensas em meio conservante que garanta a estabilidade dos antigenos, o teste
de antiglobulina direto deve ser negativo e, em se tratando de heméacias para a prova reversa,
devem ser pelo menos uma do fendtipo Al e uma do fenétipo B

A Sociedade de Transfusdo Sanguinea da Australia e Nova Zelandia também estabelece
suas diretrizes para transfusédo e pratica laboratorial imuno-hematoldgica. Os reagentes devem
ser avaliados antes de serem introduzidos na rotina através de testes de aceitacdo, sendo
recomendada a avaliacdo da intensidade de reacdo dos reagentes de hemaécias contra soros de
concentracdo ou titulo conhecidos e a titulacdo dos antissoros frente a hemacias padrdo. Além
de garantir a qualidade inicial, os resultados dos testes de aceitacdo fornecem parametros
importantes para a avaliacdo do desempenho continuo dos reagentes. E permitido que os testes
de aceitacdo sejam centralizados. A decisdo de centralizacdo deve ser baseada em riscos
potenciais, entre eles o tempo de transito, a estabilidade do reagente a temperatura ambiente, 0S
danos potenciais durante o transporte e 0 monitoramento das condi¢Ges de transporte®?.

A sociedade de transfusao sanguinea da Australia e Nova Zelandia também preconiza a
adesdo a um programa de avaliacdo externa da qualidade para os testes imuno-hematoldgicos
realizados pelo laboratério e verificagdo recorrente dos reagentes durante 0 Seu uSo.
Especificamente com relacdo aos reagentes para determinacdo da tipagem ABO e RhD, é
preconizado o uso regular de controles positivos e negativos durante a realizacdo dos testes,
quando hé alteracdo dos lotes e quando o analisador € inicializado, no caso de automacdo. A
frequéncia na utilizacdo dos controles depende dos padrdes de trabalho, dos métodos utilizados
e das instrucdes do fabricante, porém, recomenda-se no minimo uma vez ao dia, ou todos 0s
dias em que o laboratério realizar a testagem ABO/RhD>L.

No Brasil, A Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) N° 343 de 13 de dezembro de 2002 e posterior RDC ANVISA
N° 153 de 24 de julho de 2004 ja estabeleciam aos servigos de hemoterapia a realizacdo de
controles da qualidade a cada lote de reagentes imuno-hematoldgicos recebidos, a verificagdo
periddica destes reagentes durante manipulacdo e armazenamento, e a participacdo em ao

menos um programa de controle externo da qualidade®>>*,
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Neste cenario, Novaretti et al.*® apresentaram diversos aspectos praticos que envolvem
o controle da qualidade e pardmetros a serem avaliados relacionados a inspe¢éo visual, analise
das embalagens, andlise de bula e testes laboratoriais de controle a serem executados.

Em 2010 e 2011, com a publicacao das respectivas RDC ANVISA N° 57 e Portaria do
Ministério da Saude N° 1353, foram estabelecidos os parametros de avaliacdo dos reagentes
imuno-hematoldgicos para cada lote e remessa recebidos, a fim de comprovar que os reagentes
estdo dentro dos padrdes de qualidade e que ndo foram alterados durante o transporte®>,

Entre as caracteristicas dos reagentes que devem ser avaliadas no recebimento dos
mesmos pelos servicos de hemoterapia estdo: especificidade e poténcia. Testes de intensidade
de reacdo, avidez e titulagdo com hemacias e plasmas de diferentes fenétipos sao preconizados
para as analises destas caracteristicas. Tais parametros permanecem nas vigentes e
complementares Portaria de Consolidacdo N° 5 de 2017 do Ministério da Saude e RDC
ANVISA N° 34 de 2014%5"

A poténcia configura a capacidade do reagente produzir a reacdo quando entra em
contato com o respectivo antigeno/anticorpo. A especificidade é a caracteristica inerente do
reagente que o torna capaz de reconhecer apenas o respectivo antigeno/anticorpo. O teste de
avidez avalia a afinidade dos anticorpos pelos antigenos por meio da medida da velocidade de
reacao. Ja a titulacdo € um método utilizado para determinar, através do processo de dilui¢éo
seriada, a concentracdo dos anticorpos presentes no soro avaliado. Para a determinagdo da
intensidade de reagéo, os reagentes sdo testados, conforme as recomendacdes do fabricante,
com suspensdes de hemacias/plasmas de diferentes fenotipos e a intensidade de reacdo é medida
de acordo com o grau de aglutinacdo das heméacias®®>°.

Sdo preconizados controles em todas as técnicas empregadas, utilizando
sistematicamente amostras positivas e negativas durante os procedimentos. Os servicos de
hemoterapia brasileiros devem, também, participar de um programa de controle externo da
qualidade®®’.

O quadro 1 apresenta um resumo dos controles da qualidade preconizados pelas
diferentes autoridades técnicas e sociedades cientificas para os servicos hemoterapicos da

Australia e Nova Zelandia, do Reino Unido, Europeus e do Brasil.
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Quadro 1 - Critérios preconizados pelas diferentes autoridades técnicas e sociedades cientificas para os servigos hemoterapicos da Australia e Nova Zelandia, do Reino Unido,

Documento

Diretrizes para préatica
laboratorial imuno-
hematoldgica e transfusional -
12 edigo - 2020 %

Instituicéo

Sociedade de transfusao
sanguinea da Australia e
Nova Zelandia
Australian and New Zealand
Society of Blood Transfusion

da Europa e do Brasil para garantia da

gualidade dos testes de fenotipagem ABO e RhD.

Critérios para Garantia da Qualidade

Testes de aceitagdo dos reagentes antes do uso: Recomenda-se testar a intensidade de reagdo dos reagentes
de hemdcias contra soros de concentracdo ou titulo conhecidos e a titulagdo dos antissoros frente a heméacias
padrdo. E permitida a centralizacdo dos testes de aceitacdo mediante avaliacdes de risco;

Controle interno da qualidade durante o uso: sensiveis e especificos e que reflitam a populacéo testada e
executados nas mesmas condigBes dos testes. Para reagentes de fenotipagem ABO/RhD: uso regular de
controles positivos e negativos durante os testes, obrigatério controle a cada mudanca de lote ou no minimo
uma vez por dia (quando o teste for realizado).

Diretrizes para 0s servicos de
transfusdo de sangue do
Reino Unido - 82 edi¢do -
2013 %0

Comité Consultivo
Profissional dos Servicos de
Transplante de Tecido e de

Transfusdo Sanguinea do
Reino Unido

Sistema de gestdo da qualidade;

Cada novo lote de reagente produzido: Avaliagdo da performance dos reagentes e da especificidade e
poténcia (titulagcdo) dos antissoros. Fenotipos requeridos para avaliagdo do anti-A: Al, A2B, Ax, A3,
hemacias A de corddo. Fen6tipos requeridos para avaliagdo do anti-B: B. A1B,Bx, B3, Bv, hemacias B de
corddo. Fendtipos requeridos para avaliagdo do anti-D: R1r, R2r, D fraco e fenétipos D parciais. Reagentes
de hemécias Al e B: fendtipo deve ser confirmado em duplicata e o teste de antiglobulina direto deve ser
negativo.

Guia para preparagéo, uso e
garantia da qualidade dos

Sistema de gestdo da qualidade;
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hemocomponentes: Diretoria Europeia para a Cada novo lote de reagente deve ser testado com controles positivos e negativos. Os controles positivos
Recomendacdo N° R(95)15 - | qualidade de medicamentos e | para reagentes de deteccdo de antigenos devem expressar o antigeno de preferéncia com antigenos em
202 edigdo - 2020 4 assisténcia médica e heterozigose.

Conselho da Europa ..................................................................................................................................................................................................................................
Controle interno da qualidade durante o uso: A frequéncia depende da técnica empregada, devendo ser
realizado pelo menos a cada bateria de testes nas rotinas automatizadas ou pelo menos uma vez por dia,
desde que os mesmos lotes sejam utilizados.

Portaria de Consolidacdo n°5 | Ministério da Saude - Brasil | Sistema de gestdo da qualidade;
de 28 de setembro de 2017.
CONSOIIAGAOD TAS NOIMAS | | ieeeeeesesssssssssssssssssesssssssessssssssessesessseseeseeee o250 0555500550555 5555525555555

sobre as agbes e 0s servicos Controle externo da qualidade;
do Sistema Unico de Satide ©

Testes de aceitacdo dos reagentes antes do uso: a cada lote e remessa recebida com testes de poténcia
(intensidade de reacdo, titulacdo e avidez) e especificidade (intensidade de reacdo). Fendtipos requeridos
para avaliagdo do anti-A: Al, A2, A1B, A2B. Fen0tipos requeridos para avaliagdo do anti-B: B, AlB.
Fendtipos requeridos para avaliacdo do anti-D: ROr, R1r, R2r. Reagentes de hemécias Al e B: testar com
plasmas B e A, respectivamente, e AB.

Controle interno da qualidade durante o uso: Verificagdo periddica durante o uso, conforme protocolo do
servigo, controle das técnicas empregadas com uso sistematico de padrdes positivos e negativos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A evolucdo da hemoterapia pode ser observada pelo desenvolvimento e
aperfeicoamento das técnicas e reagentes empregados nos testes laboratoriais, pela constante
descoberta de novos antigenos e sistema de grupos sanguineos e até das politicas transfusionais.
A introducéo dos soros monoclonais na rotina da imuno-hematologia proporcionou a realizagdo
de exames com reagentes mais potentes e especificos e que podem ser produzidos em
quantidade adequada para suprir a demanda dos servicos. No entanto, sdo escassos 0s estudos
sobre a qualidade dos reagentes imuno-hematoldgicos e o acesso as regulacdes equivalentes de
outros paises para garantia da qualidade e seguranca transfusional.

Esta revisdo demonstrou que os mais diferentes 6rgdos regulamentadores e diretivas
estabelecem aos produtores e usuarios de reagentes politicas de boas préticas e normas e
critérios de aceitacdo para avaliacdo de desempenho e controle da qualidade de reagentes para
determinacdo de grupos sanguineos A implementacdo de um sistema de gestdo da qualidade,
com controles internos e externos da qualidade s&o preconizados aos servicos de hemoterapia
brasileiros, europeus, britanicos, australianos e neozelandeses. Neste contexto, observa-se a
robustez da legislacdo brasileira em relagdo a garantia da qualidade dos exames imuno-

hematoldgicos, sendo comparavel a dos demais paises desenvolvidos.
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