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Liu, IP; Onsten, TGH. Analise de resultados da tipagem sanguinea antes e
apods a implantacao da técnica de semiautomacao.

A tipagem sanguinea consiste na determinacdo dos grupos sanguineos,
que se caracterizam pela presenca ou auséncia de determinados antigenos na
membrana eritrocitaria. As técnicas mais conhecidas de tipagem sanguinea
utilizam lamina, tubo ou, mais recentemente, microplacas comerciais. Na pratica
transfusional, € necesséario que haja compatibilidade principalmente no que diz
respeito aos sistemas ABO e RhD, a fim de evitar rea¢des que podem culminar
com a morte do receptor. Sabe-se que resultados duvidosos e inconclusivos
encontrados na determinacdo de grupos sanguineos podem estar relacionados
a diferentes fatores, tais como subgrupos de A (principalmente o fenotipo A2) e
o fenétipo D-fraco, ambos causados por alteracdes nos genes que codificam
esses antigenos, levando a alteragdes na expressao dos mesmos. A técnica de
semiautomacao implantada no Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) utiliza microplacas e equipamentos semiautomaticos
interligados, capazes de conferir maior seguranca e padronizagcdo ao processo
de tipagem. Nesse contexto, os principais objetivos do trabalho foram analisar
a técnica de semiautomacdo do Banco de Sangue do HCPA em relacdo a
ocorréncia de resultados duvidosos ou inconclusivos associados aos sistemas
ABO e Rh, e a ocorréncia de fendtipos variantes, como D-fraco e A2,
associados a esses resultados. Ainda, faremos uma andlise comparativa dos
mesmos aspectos com a técnica manual anterior. Para tanto, todas as amostras
provenientes dos doadores de sangue e plaquetas do Banco de Sangue do
HCPA, durante um periodo de seis meses, foram submetidas ao processo de
tipagem sanguinea semiautomatizada em microplacas para os sistemas ABO e
RhD. Foram analisadas todas as amostras que apresentaram resultado
discrepante associado a um ou ambos sistemas sanguineos. O mesmo foi
realizado para as amostras tipadas durante os seis meses imediatamente
anteriores a implantacdo da semiautomacdo. Para resolver os casos de

discrepancia no sistema ABO (ocorrido na microplaca ou na lamina), nos quais



as provas direta e reversa eram discordantes, foi utilizada a técnica em tubo.
Em todas as amostras RhD negativas eram realizadas a pesquisa do fenétipo
D-fraco em cartbes gel-teste, para esclarecer se essa amostra era de fato
negativa ou apenas fracamente positiva. Para resolver as amostras
discrepantes, nas quais a tipagem RhD resulta negativa (em microplaca ou em
tubo), mas no gel-teste resulta fracamente positiva, foi utilizada outra técnica
em cartdo gel-teste para confirmacdo. No total, encontrou-se uma taxa de
discrepancia ABO de 0,25%. Observou-se um aumento na ocorréncia de
discrepancia ABO na técnica de semiautomacdo (TSA) em comparagdo a
técnica manual (TM) (p<0.0005). Desses casos, 15% apresentaram fenoétipo
A2. A principal reacdo que motivou duvida na microplaca foi a reversa de A. As
situacdes discrepantes relacionadas ao sistema Rh, totalizaram 0,18%. N&o
houve diferenca significativa na ocorréncia desses casos entre TM e TSA
(p=1.0). Observou-se um aumento na ocorréncia do fenotipo D-fraco pela TSA
em comparacdo a TM (p<0.0005). Concluimos que a semiautomacao, apesar
de apresentar maior numero de discrepancias, apresenta consideraveis
vantagens, como a possibilidade do interfaceamento. O aumento nas
discrepancias ABO encontradas pela TSA, provavelmente, ndo levaria ao
aumento de tipagens errbneas, ndao tendo grande impacto no resultado final.
Ainda, observamos que, pela TSA, um maior nimero de doadores foi

classificado como D-fraco, comparado a TM.
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Tipagem sanguinea

Os grupos sanguineos séo caracterizados pela presenca ou auséncia de
antigenos na membrana eritrocitaria 0s quais possuem caracteristicas
polimorficas bem definidas por componentes da membrana. Os antigenos
eritrocitarios sdo herdados geneticamente e sdo definidos por proteinas com
sequéncias de aminoacidos especificas ou por carboidratos ligados a essas
proteinas ou lipidios. Pacientes que recebem transfusdo de sangue e
componentes sanguineos podem desenvolver anticorpos dirigidos contra
inlmeros antigenos eritrocitarios e o desenvolvimento desses anticorpos
eritrocitarios esta relacionado com a imunogenicidade antigénica, situacdes
clinicas especiais e com a incidéncia dos antigenos na membrana da heméacia.
Na pratica transfusional, a compatibilidade para o sistema ABO e para o
antigeno D do sistema Rh é fundamental na prevencédo de reacfes hemoliticas,
embora a compatibilizacdo de outros antigenos, especialmente C, c, E, e do
sistema Rh, assim como os principais antigenos dos sistemas Kell, Kidd, Duffy
e MNS também seja desejavel(1). Atualmente, ja foram descritos 30 desses

sistemas(2).

O sistema ABO, foi o primeiro a ser descoberto, em 1900, e continua
sendo 0 mais importante de todos 0s grupos sanguineos na pratica
transfusional, pois uma transfusdo de sangue realizada com incompatibilidade
maior ABO pode resultar na morte do paciente(3). A tipagem Rh D é igualmente
obrigatéria. O antigeno RhD é considerado o mais imunogénico do sistema
seguido dos antigenos c, E, C, e. A probabilidade de imunizagcdo por RhD é
muito mais alta quando comparada com outros antigenos de grupos
sanguineos humanos que ocasionalmente produzem anticorpos irregulares,

tornando esse sistema de grande importancia clinica(4).



A tipagem sanguinea é realizada como procedimento de rotina em
servigos de hemoterapia, bem como outros exames imunohematolégicos para a
qualificacdo do sangue do doador, a fim de garantir a eficacia terapéutica e a
seguranca de uma futura doacéo. A determinacdo do grupo sanguineo ABO era
originalmente realizada em laminas limpas de microscopia. Atualmente, as
provas de aglutinacdo séo realizadas através da utilizacdo de métodos mais
precisos, podendo ser utilizados os métodos em microplacas escavadas, tubos
de ensaio, ou gel-centrifugacdo, mais recentes. O mesmo se aplica ao fator Rh,
cuja determinacéo é realizada em microplacas escavadas ou centrifugacdo em

tubos de ensaio(5).

Cada técnica apresenta suas vantagens e desvantagens, sendo,
portanto, mais indicadas em diferentes situacdes. A técnica de tipagem
sanguinea em lamina de microscopia, por exemplo, € a menos vantajosa,
sendo menos sensivel que aguela realizada em tubo de ensaio, apresentando
maior quantidade de resultados falso positivos em virtude da rapidez com que a
mistura de reacao seca favorecendo a agregacao das células. Além disso, as
reacoes sdo mais fracas e apresentam maior dificuldade na interpretacdo. Essa
técnica ndo € recomendada para utilizacéo rotineira, mas pode ser utilizada em
tipagens ABO de emergéncia, sempre devendo ser suplementada por alguma
das outras técnicas citadas. A técnica em tubo apresenta mais vantagens e é
mais sensivel que a técnica em lamina para tipagem do sistema ABO. Alguma
de suas vantagens incluem a possibilidade de incubacdo por tempo
relativamente longo, sem secagem do conteudo dos tubos, simplicidade de

leitura e classificacdo dos resultados, além de ser mais limpa e higiénica(6).

A interpretacdo da hemaglutinacéo incompleta, que ocasionalmente pode
vir a acontecer, pode variar entre laboratérios e mesmo entre individuos no
mesmo laboratério. Existem muitos reagentes para tipagem sanguinea, e a
disponibilidade esta mudando continuamente, com tendéncia a substituicdo dos

tradicionais reagentes policlonais pelos mono ou oligoclonais(7).
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Sistema ABO

Descoberto pelo cientista austriaco Karl Landsteiner no ano de 1900, o
sistema ABO foi o primeiro sistema sanguineo a ser descrito, rendendo, ao seu
descobridor, o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1930. Em 1909,
Landsteiner classificou amostras de sangue de seres humanos nos conhecidos
grupos A, B, AB e O e demonstrou que transfusdes entre individuos dos grupos
A ou B ndo resultariam em destruicdo de células sanguineas novas, e que esta
fatalidade ocorre apenas quando um individuo é transfundido com sangue

pertencente a um grupo diferente(8).

O sistema ABO é o mais importante grupo sanguineo na medicina
transfusional. O gene ABO codifica as glicosiltransferases responsaveis pela
transferéncia de residuos especificos de acucar ao substrato H e os convertem
ao antigeno A ou B respectivamente(9). O também chamado “antigeno H” é a
base para a manifestacdo de todos os antigenos do sistema ABO. Estudos
anteriores demonstraram que a inabilidade do gene O em codificar as
transferases A ou B é devido a uma diferenca estrutural em relacdo aos
nucleotideos e ndo a falha da expressédo das transferases A ou B. Nos testes
sorolégicos de rotina, o grupo sanguineo O é caracterizado por ndo apresentar
os antigenos A e B na membrana das hemacias; assim, 0s seus eritrocitos ndo

aglutinam na presenca dos soros anti-A, anti-B e anti-AB.(9)

Para que um individuo seja classificado em grupo sanguineo A ou B
normal, € necessario que praticamente todos 0s seus eritrocitos sofram
aglutinagdo quando misturados, sob condi¢cdes adequadas, com anticorpos anti-
A ou anti-B. Para tanto, € necessario ao menos um alelo ABO funcional, ou
seja, o processo de formacéo dos antigenos A ou B deve ocorrer corretamente
desde o processo de transcricdo e traducdo até sua localizacéo intracelular e
atividade enzimatica adequadas. Depois de prontos, os antigenos A ou B

devem ser incorporados na membrana das células precursoras de eritrécitos. A


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81ustria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Karl_Landsteiner
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distribuicdo dos antigenos sobre a superficie celular deve estar de acordo, para
permitir a hemaglutinagdo. Qualquer defeito neste complexo processo pode
levar a fendmenos soroldgicos anormais, dando origem aos subgrupos de A e
B(7).

Sabe-se que os individuos possuem anticorpos de ocorréncia natural
contra o antigeno ABO que encontra-se ausente na superficie de suas
hemacias, apesar da existéncia de evidéncias sugerindo que a producao de
anti-A e anti-B seja estimulada por substancias presentes na natureza. Algumas
bactérias mostram-se quimicamente similares aos antigenos ABO e podem
atuar como fonte de estimulo para formacdo de anticorpos, a qual inicia ao
nascimento(3).

Os antigenos ABO ndo estdo restritos a membrana dos eritrdcitos.
Também podem ser encontrados em diversas outras células como linfécitos,
plaguetas, endotélio capilar, células sinusoidais do baco, medula 06ssea,
mucosa gastrica, além de secre¢fes e outros fluidos corporais como saliva,

urina e leite (9).

A determinacéo do grupo sanguineo ABO é realizada de maneira direta e
reversa. A tipagem ABO direta é realizada em amostras de sangue, testando-se
as hemécias com anticorpos anti-A, anti-B e anti-AB (exceto quando sao
utilizados anticorpos monoclonais, situacdo em que a aplicacdo de anti-AB
deixa de ser obrigatoria). A tipagem reversa sempre deve ser obrigatoriamente
realizada, testando-se 0 soro ou plasma da amostra com suspensdes de
hemacias conhecidas Al e B e, opcionalmente, A2 e O. E necessario ficar
atento a qualquer discrepancia observada entre as tipagens direta e reversa,
nao rotulando ou liberando o hemocomponente até que a discrepancia tenha
sido resolvida. Varios estados patoldgicos podem causar discrepancias entre a
classificacao direta e reversa. Recomenda-se que seja realizada a investigagcao

de subgrupos de A quando houver resultados discrepantes entre as provas
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ABO direta e reversa ou na busca de concentrado de hemacias de subgrupo A2
para pacientes que apresentam anticorpo anti-Al clinicamente significante(10).

Dependendo da tipagem sanguinea de um individuo, a IgM anti-A e/ou
anti-B presentes no soro podem constituir uma barreira para as transfusoes
sanguineas e para o transplante de 6rgdos ABO incompativeis (9). A frequiéncia

dos antigenos ABO varia em diferentes populacdes.

Subgrupos de A

Como dito anteriormente, polimorfismos nos genes que codificam o
sistema sanguineo ABO podem levar a quantidades diminutas de antigenos A
ou B em células sanguineas vermelhas, dando origem aos subgrupos no
sistema. A ocorréncia de variantes devido a heterogeneidade dos alelos A e B
representa um desafio para a pratica imunohematolégica. A1 e A2 sao os
principais subgrupos do grupo sanguineo A e eles diferem um do outro, tanto
gualitativa como quantitativamente. Subgrupos de A podem resultar em

discrepancias na tipagem sanguinea ABO(11).

Diferentes niveis de expressdo de antigenos A ou B nos eritrocitos
podem ser encontrados, sendo chamados de subgrupos de A ou B, conforme a
intensidade de aglutinacdo dos eritrécitos com os reagentes anti-A, anti-B, anti-
AB, anti-Al e anti-H. A reatividade do reagente anti-H com as hemacias dos
diferentes grupos sanguineos ABO tende a ser: O>A2>B>A2B>A1>A1B(9).

O fendtipo A2, comum em caucasianos, é detectado, sorologicamente,
por meio da capacidade desses eritrocitos aglutinarem na presenca de soro
anti-A e de ndo aglutinarem com o soro lectina anti-Al, diferentemente do
fendtipo Al cujas hemacias sédo aglutinadas na presenca desse reagente. O
alelo A2 (A201) é caracterizado pela substituicdo de uma Unica base e uma

delecdo(9). Hoje em dia, se reconhece que o fendtipo Al tem uma base
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genética com o fenotipo A2 sendo definida por uma transferase de A2 que é
relativamente ineficiente em relacdo a transferase de A1(12). Estudos
anteriores demonstram que os fenotipos A2 e Al apresentam diferencas
sorologicas (reagdo com lectinas anti-Al e anti-H), quimicas (um glicolipido A
ativo em células Al esta ausente em células A2) e enziméticas (diferentes pH

otimos e Km)(7).

Os dois principais alelos de A, Al e A2 sao diferenciados
sorologicamente de acordo com a reatividade das células com a lectina de
sementes de Dolichos biflorus. A lectina de D. biflorus reage especificamente
com células do subgrupo Al; logo, aglutina hemacias Al, mas ndo A2(11). O
termo lectina se refere a uma classe de proteinas de origem néo-imunoldgica,
que podem aglutinar hemacias gracas a sua propriedade de se ligar
reversivelmente a carboidratos. O anticorpo anti-Al aparece como uma
aglutinina fria atipica no soro de individuos A2 ou A2B, que ndo tém o antigeno

correspondente.

Subgrupos fracos de A podem ser definidos como eritrocitos do grupo A
gue reagem mais fracamente ou ndo reagem sorologicamente com anti-A
comparados aos individuos com heméacias A2. Na maioria dos casos, 0S
subgrupos de A resultam da expressdo de um alelo alternativo fraco nos loci
ABO(11).

A prevaléncia de subgrupos de A varia de acordo com o lugar e com a
raca. As frequiéncias observadas de Al e A2 sdo geralmente compativeis com o
equilibrio de Hardy-Weinberg para a heranca mendeliana dos genes alélicos Al
e A2. No entanto, em algumas populacdes, tais como negros e japoneses, a
frequéncia do fendtipo A2B € significativamente mais elevada do que a

frequéncia esperada com base na frequéncia do fenétipo A2(11).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunol%C3%B3gico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hem%C3%A1cia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carboidrato
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Apesar de os fendtipos A1 e A2 serem 0s mais conhecidos, existem
outros fendtipos de A que néo sédo tdo conhecidos, tais como o alelo A3 (A301),
que apresenta alto grau de heterogeneidade e ao qual diversas mutacoes ja
foram associadas, ou o alelo Ax (A108), que possui uma Unica mutacdo
resultando na substituicdo de um aminoacido. Varios estudos sobre outros
subgrupos de A tém sido realizados, entretanto, devido as suas diferencas

morfologicas, a base genética destes permanece desconhecida(9)(9)(8).

Apesar da existéncia de subgrupos de B, estes configuram casos muito
mais raros, de maneira que, no presente trabalho, serdo abordados apenas os
subgrupos de A. Os subgrupos de B séo caracterizados por fraca aglutinacao
dos eritrocitos com o soro anti-B e/ou anti-AB. Diferentemente dos subgrupos

de A, a classificacdo dos subgrupos de B é ainda controversa.

Apesar de os anticorpos monoclonais anti-A e/ou anti-B reconhecerem e
aglutinarem a maioria dos subgrupos ABO, a determinacdo daqueles que
apresentam baixissima expressao de antigenos € laboratorialmente trabalhosa.
Nesses casos, a genotipagem ABO pode ser um complemento valioso a

determinacao correta do tipo sanguineo do doador e do receptor (9).

Sistema Rh

O sistema sanglineo Rh foi inicialmente descoberto ao estimular uma
reacao transfusional, que foi investigada por Levine e Stetson, em 1939, um
ano antes de Landsteiner e Wiener descreverem um anticorpo obtido por meio
da imunizagéo de cobaias com hemacias de macacos rhesus. Este soro, recém
descoberto, aglutinava cerca de 85% das hemacias humanas testadas e o
determinante correspondente foi denominado fator Rh. As reagfes observadas
por Levine eram semelhantes ao soro de animal anti-Rhesus, estimuladas em
animais, relatadas por Landsteiner em 1940. Alguns anos mais tarde, concluiu-

se que o anti-Rh do ser humano e do animal ndo reagiam com 0 mesmo
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antigeno e, portanto, ndo se tratavam do mesmo anticorpo, porém a

nomenclatura Rh foi mantida(13, 14).

O Sistema Rh é altamente polimérfico e, atualmente, sabe-se que é
constituido por mais de 49 antigenos, sendo o antigeno RhD, juntamente com
outros quatro antigenos principais desse sistema, 0s responsaveis por 99% dos
problemas clinicos associados ao sistema Rh(13). Estes outros antigenos
principais compreendem dois pares de antigenos antitéticos: C/c e E/e(15)
(Figura 1). O antigeno RhD, por ser o antigeno eritrocitario ndo-ABO mais
significativo clinicamente, vem sendo implicado amplamente na etiologia de
reacdes transfusionais hemoliticas, e, portanto, € considerado altamente

imunogénico. Os antigenos C e e sdo menos imunogénico que E e c.

Base Molecular da Proteina RhD/RhCE

. m ﬂ1 N )

REC lipid
bilayer L

N J Voo U K-_FCCICIH

2

Figura 1: Proteina Rh. Composta por 417 aminoacidos, apresenta 12 segmentos
transmembrana, 6 algas extracelulares e 5 algas intracelulares. Ambos segmentos carboxil e
amino-terminal estdo localizados intracelularmente. Os circulos pretos indicam as posi¢fes de
aminoacidos que diferem entre RhD e RhCE, enquanto os circulos brancos representam os
aminoacidos criticos para a expressdo de antigenos C/c ou E/e. Adaptada de: The Blood Group

Antigen Factsbook. 2 ed: Academic Press; 2004

O antigeno RhD é composto por 37 epitopos, formando um mosaico.
Dessa maneira, qualquer alteragdo de aminoacidos dessa proteina pode afetar

a expressao dos epitopos originais ou resultar na expressao de novos epitopos,
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levando a variacbes na expressdao dos antigenos RhD na membrana
eritrocitaria. As hemécias com fendétipo RhD fraco apresentam uma diferenca
quantitativa em relacdo as células RhD positivas normais, uma vez que
apresentam todos os epitopos RhD, porém com uma reducdo dos niveis de
antigeno na membrana da hemacia. Estima-se que a frequéncia de RhD fraco
na populacao seja inferior a 1%(15, 16). As hemécias RhD parcial apresentam
uma diferenca qualitativa frente as células RhD positivas normais, pois carecem
de um ou mais epitopos que formam o antigeno RhD. Portanto, individuos
portadores do fendtipo RhD-positivo podem ser classificados, do ponto de vista
molecular, em trés grupos: RhD-positivo, RhD fraco e RhD parcial. Geralmente,
os fendtipos RhD parcial sdo expressos devido a presenca de genes hibridos,

0s quais predominam em individuos de origem africana(4).

A distingdo entre os fenotipos D-fraco e D-parcial € de importancia
clinica, pois o ultimo é capaz de produzir anti-D(17). Desde entdo, diferencas
entre a reatividade de varios reagentes, especialmente na deteccdo de RhD
fraco e RhD parcial, ttm criado uma discussao sobre o teste adequado para
doadores de sangue, pacientes e receptores. A ocorréncia de RhD parcial é
rara na populacdo em geral, e sua identificacdo € possivel através do uso de
soros monoclonais especificos ou técnicas de biologia molecular(4).
Sorologicamente, o fenétipo RhD parcial pode comportar-se tanto como RhD
fraco quanto como RhD-positivo, 0 que implica, preferencialmente, o uso de

métodos moleculares para seu diagnéstico definitivo(18).

Tempos atras, os reagentes utilizados na deteccdo do antigeno RhD
eram elaborados a partir de anticorpos produzidos por mulheres sensibilizadas
por RhD ou voluntarios hiperimunizados. Esses anticorpos, denominados
policlonais, eram efetivos, pois reconheciam indmeros epitopos RhD, uma vez

que eram produzidos através de um pool de soros humanos(4).



17

Atualmente, antissoros monoclonais anti-D IgG e IgM tém sido
amplamente produzidos para substituir os policlonais na determinacdo do
antigeno RhD. Vérios individuos classificados como RhD fraco tém sido
reclassificados, por apresentarem forte aglutinacdo com os atuais reagentes
anti-D monoclonais(19). Estudos tém demonstrado que a reatividade dos
reagentes anti-D monoclonais dependem da concentracdo e da avidez do

anticorpo.

O antigeno RhD é determinado através da adi¢do do antissoro anti-RhD
as hemacias. Em paralelo, realiza-se um controle negativo, através da utilizacao
de um soro controle compativel com o antissoro utilizado. Nos casos em que,
eventualmente, a reacao for negativa para a presenca do antigeno RhD, deve
ser efetuada a pesquisa do antigeno D—fraco(10). Os anticorpos dirigidos contra
os antigenos do sistema Rh geralmente sdo da classe IgG, raramente fixam o

complemento, e reagem otimamente a 37°C(15).

Fendtipo D-fraco

As hemécias com fendétipo RhD fraco, descritas por Stratton (1946),
diferem quantitativamente das células RhD positivas normais, por serem
definidas historicamente como tendo todos os epitopos RhD presentes, mas
com uma reducéo dos niveis de antigeno RhD, portanto sdo detectados apenas

por alguns anticorpos anti-D mais potentes(4).

A nivel molecular, as variantes do fenétipo RhD fraco sdo resultado de
substituicbes de aminoacidos localizados nos segmentos transmembrana e
intracelulares da proteina RhD (19) (Figura 2). Como essas altera¢des ocorrem
nas regides intracelular ou transmembrana, e ndo na superficie externa da
hemacia, todos os epitopos RhD extracelulares estdo presentes. O que

acontece, é que a eficiéncia de insercdo € afetada primariamente e,
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consequentemente, a quantidade do antigeno RhD na membrana, refletindo a
reducdo do nimero de sitios antigénicos nessas hemacias. Os RhD fraco mais
comuns sao: tipo 1, associado com o haplétipo cDfracoe; tipo 2, associado com
o0 haplétipo cDfracoE; tipo 3, também associado com o haplotipo cDfracoE.
Individuos pertencentes aos fenotipos RhD fraco ndo produzem aloanticorpo

anti-D, mas podem possuir auto-anticorpo anti-D(4).

Base Molecular de D-fraco
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Figura 2: Os aminoacidos representados pelos circulos pretos indicam as
substituicbes na proteina RhD, que ocorrem nas regides transmembrana e
intracelulares, originando os diferentes tipo de fenétipo RhD fraco. Modificada de:
The Blood Group Antigen Factsbook. 2 ed: Academic Press; 2004

No Brasil, de acordo com a RDC n° 57, de 16 de dezembro de 2010, é
necessario se testar as amostras até a fase de AGH, classificando os pacientes
como RhD positivo de baixa expressao, caso a mesma seja positiva, a fim de se
manter as reservas de sangue RhD negativo. Porém, tem sido constantemente
observado que, no teste da AGH, varios reagentes anti-D ndo detectam todos
os tipos de RhD fraco, o que tem colaborado para um aumento no namero de

casos de discrepancias(19).
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O significado clinico do antigeno RhD fraco é que, caso essas hemacias
sejam transfundidas em individuos RhD negativo, poderdo induzir a uma
aloimunizacéao, ou seja, formacéao de anticorpos frente a exposicao do individuo
a antigenos nao proprios. Alguns autores defendem que individuos RhD fraco,
especialmente mulheres em idade gestacional poderiam ser tratadas como RhD
positivo quando forem doadoras e RhD negativo quando forem receptoras(20).

Semiautomacao do processo

Introduzida ha mais de 50 anos, a técnica de automacdo mais
aperfeicoada assume importante papel no diagnoéstico de fendtipos
variantes(18). E o caso da tecnologia da microplaca, que vem ganhando
popularidade devido ao crescente volume de trabalho nos bancos de sangue e
disponibilidade recente de sistema automatizado. Nessa técnica sao utilizados
pequenos volumes e baixa concentracdo de soro e hemacias, ao mesmo tempo
em que ha aumento da quantidade de amostras testadas, garantindo maior
custo-beneficio.

Ha possibilidade de associar a técnica a hardwares de microplacas
podendo reduzir ainda mais o tempo de operacdo. A técnica pode, ainda, ser
automatizada através da captura online de dados, que podem promover
reducdo dos erros de leitura e transcricdo, economia de tempo, utilizacdo de
codigos de barras para amostras e identificacdo de microplacas e integracéo
em sistema de computador para armazenamento de dados(6). Tanto a
microplaca quanto o gel-teste apresentam a vantagem da automacéao,

proporcionando otimizag&o da rotina e maior segurancga no processo.

O uso de sistemas totalmente automatizados é bastante eficiente na
tentativa de atingir dois objetivos principais no campo da imunohematologia.

Séo eles: 1) a reducao dos riscos transfusionais relacionados a erros humanos



20

por proporcionar a automacdo das etapas-chave da rotina (identificacdo de
amostras e reagentes, realizar e interpretar resultados) e 2) garantir a
rastreabilidade de todos os elementos envolvidos no processo analitico, que é

arquivado e permanece acessivel apos a realizacdo do teste(21).

Os sistemas mais utilizados s&o baseados na utilizagdo de:
- Microcolunas, que permitem que os resultados sejam vistos ap0s a passagem
das hemacias por uma matriz contendo os reagentes.
- Microplacas de poliestireno cujos po¢os sdo pré-revestidos com heméacias ou
plaquetas liofilizadas, ou anticorpos anti-eritrécitos/anti-plaquetas(21).

Em alguns sistemas semi-automatizados, a leitura dos microtubos se da
através de cameras (janelas e divisbes), ficando a interpretacao dos resultados
de cada microtubo a cargo do gerenciador do sistema a partir da andlise da
imagem. Os resultados das reacfes podem ser positivos (1+, 2+, 3+ ou 4+) ou
negativos. Essa interpretacdo dos resultados de cada microtubo fornecida pelo
equipamento deve ser validada pelo operador por meio da verificacdo das
imagens captadas. Se houver necessidade, em casos de discordancia, o
resultado pode ser alterado manualmente. Da mesma maneira, a interpretacéo
global do teste também ¢é definida pelo operador, conforme as especificidades
de cada teste(22).

As vantagens apresentadas por essa técnica sado: interface amigavel,
rastreabilidade, agilidade, possibilidade de importar e exportar dados de e para
outros sistemas, e conexdo em rede(22). A rastreabilidade, a leitura
padronizada e o software para o cadastro e registro de resultados, fornecem

maior seguranca a rotina da imunohematologia.
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Aplicagdes Clinicas

Casos de incompatibilidade ABO representam cerca de 37% dos
comunicados de mortes associadas a transfusdo nos EUA. Desses casos,
cerca de 50% séo decorrentes de erros humanos. Os erros podem ocorrer em
qualquer etapa do processo, incluindo a identificacdo do paciente, a coleta e a
rotulagem da amostra, a prova cruzada ou os testes pré-transfusionais de
cabeceira(23, 24). Um estudo realizado em 2007, em Sao Paulo, revelou que
ocorréncia de incompatibilidade materno-fetal foi de 18,4% para o sistema ABO
e de 7% para o RhD(25).

As complica¢gBes mais temidas durante uma transfus@o sanguinea séo as
reacBes hemoliticas transfusionais, que podem ser fatais e correspondem a
principal causa de morte imediata relacionada a transfusdo de hemoderivados.
As reacdes mais graves envolvem, obviamente, incompatibilidade ABO, onde a
existéncia prévia de anticorpos circulantes pode levar a ativacdo do sistema
complemento e consequente hemdlise intravascular das hemacias
transfundidas(24). As reac¢Bes transfusionais  hemoliticas  agudas
intravasculares estdo sistematicamente entre as principais causas de
morbidade e mortalidade relacionadas a transfuséo, prova disso é que, de 97
mortes relacionadas a transfuséo notificadas a FDA nos anos de 2005 e 2006, 9

foram devido a incompatibilidade ABO(26).

De acordo com Mclvor et al., uma das principais causas de
incompatibilidade ABO em transfusdes é o fenbmeno "wrong blood in tube"
(WBIT), em que a amostra presente no tubo ndo é do individuo identificado na
etiqueta. As transfus6es com incompatibilidade ABO sé&o evitaveis, uma vez que
resultam tipicamente de erros na identificacdo do paciente no momento de
coleta ou administracdo de sangue. O New York State Department of Health

atribuiu aproximadamente dois tercos desses erros a fatores externos ao banco
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de sangue, tais como: administragdo ao paciente errado e erros de flebotomia.
Erros de identificacdo do paciente, no momento da coleta pode levar a dois
tipos de erros que resultam em "WBIT": erro de identificacdo do paciente ou

rotulagem errébnea da amostra(26).

O sistema Rh também apresenta um grande interesse clinico, uma vez
que seus anticorpos encontram-se envolvidos na destruicdo eritrocitaria
imunomediada. Como a imunizacdo pode ocorrer em receptores RhD
negativos, o antigeno RhD é de importancia critica para a transfuséo
sanguinea(20), pois tem um papel importante na destruicdo imune das
hemacias em transfusdes alogénicas, na doenca hemolitica perinatal (DHPN),
nas anemias hemoliticas auto-imunes e em transplantes de 6rgaos(4, 13).

A probabilidade de imunizacdo por RhD é muito mais alta quando
comparada com outros antigenos de grupos sanguineos humanos que
ocasionalmente produzem anticorpos irregulares, tornando esse sistema de
grande importancia clinica, principalmente porque o antigeno D é considerado o
mais imunogénico do sistema Rh(4). Quase todos os anticorpos do sistema Rh

resultam de aloimunizacéo por transfusao ou gestacao(15).

Somente durante o século XX a metodologia de hemaglutinacdo em tubo
possibilitou o desenvolvimento e a préatica da medicina transfusional. Entretanto,
em 2007, a incompatibilidade ABO era responsavel por mais 6bitos que todos
0s virus transmitidos por transfusdo sanguinea(27). Para evitar a ocorréncia de
fatalidades associadas a transfusdes sanguineas devido a incompatibilidade
ABO, é necessario estar atento aos casos discrepantes durante a tipagem
sanguinea, néo liberando resultados duvidosos. Para tanto, & preciso ter acesso
a informacdes importantes do paciente, como sua histéria clinica, idade e
diagnostico, relato de transfusédo e/ou gestacédo anteriores, medicacbes em uso

através da consulta ao dossié do paciente/doador(28).
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Resumo: A tipagem sanguinea consiste na determinagcdo dos grupos
sanguineos, caracterizados pela presengca ou auséncia de antigenos na
membrana eritrocitaria, sendo o principal, o sistema ABO. Fatores como
subgrupos de A (principalmente A2) e o fendtipo D-fraco podem estar
associados a resultados discrepantes. Os objetivos do trabalho foram analisar a
técnica de semiautomacédo para a tipagem sanguinea do Banco de Sangue do
HCPA, em relacdo a ocorréncia de resultados duvidosos ou inconclusivos e de
fendtipos variantes como D-fraco e A2, e fazer uma analise comparativa dos
mesmos aspectos com a técnica manual anteriormente usada. Para tanto, as
amostras dos doadores de sangue e plaquetas do Banco de Sangue do HCPA
durante seis meses foram tipadas pela técnica semiautomatizada em
microplacas para os sistemas ABO e RhD, sendo analisadas todas as amostras
que apresentaram discrepancia associada a um ou ambos sistemas
sanguineos. Encontrou-se uma taxa de discrepancia ABO de 0,25%. Observou-
se aumento nos casos de discrepancias ABO na técnica de semiautomacao
(TSA) em comparacédo a técnica manual (TM) (p<0.0005). Desses casos, 15%
apresentaram fendtipo A2. A taxa de discrepancia Rh foi de 0,18%. Nao houve
diferenca significativa na detecgéo desses casos entre TM e TSA (p=1.0). Mais
individuos foram classificados como fenétipo D-fraco pela TSA em comparacéo
a TM (p<0.0005). Concluimos que a semiautomacdo apresenta consideraveis
vantagens, como a possibilidade do interfaceamento. Apesar de apresentar
maior numero de resultados discrepantes, esses provavelmente ndo teriam

grande impacto no resultado final.

Palavras-chave: Tipagem sanguinea, métodos, tubo, semiautomacao.

Abstract Blood typing consists on the determination of blood groups, which are
characterized by the presence or absence of antigens in the plasma membrane.
Factors such as A subgroups (especially A2) and weak-D phenotype may be
associated with discrepant results. The objectives of this study were to analyze

the semiautomated technique (SAT) of blood typing on the Hospital de Clinicas
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de Porto Alegre's Blood Bank for the occurrence of equivocal or incloncusive
results and variant phenotypes such as weak-D and A2 and to make a
comparactive analysis of these aspects with the previous technique. For this
purpose, samples of blood and platetet donors of the HCPA's blood bank over a
six-month period were typed by the SAT in microplates for ABO and RhD
systems and all samples that had a discrepancy associated with one or both
blood systems were analyzed. It was found a discrepancy rate on the ABO
system of 0.25%. It was observed an increase in cases of ABO discrepancies
using SAT compared to the manual technique (MT) (p<0.0005). A total of 15%
of these cases were A2 phenotype. The Rh discrepancy rate was 0.18%. There
was no significant difference on the detection of these cases between MT and
SAT. There was more individuals who were classified as weak-D phenotype by
the SAT compared to MT (p<0.0005).We conclude that SAT has considerable
advantages, such as the possibility of interfacing. Although a higher number of
discrepant results, these probably wouldn't have a great impact on the final

result.

Key words: Blood grouping, methods, tube, semiautomation.

Introducao

A tipagem sanguinea é realizada como procedimento de rotina em
servicos de hemoterapia para a qualificacdo do sangue do doador, a fim de
garantir a eficicia terapéutica e a seguranca de uma futura doacdo(l). O
sistema ABO, foi o primeiro a ser descoberto, em meados de 1900, e continua
sendo o0 mais importante de todos 0s grupos sanguineos na pratica
transfusional (2), pois uma transfusdo de sangue realizada com
incompatibilidade maior ABO pode resultar na morte do paciente (3). O sistema
Rh é altamente polimérfico e sabe-se que é constituido por mais de 49

antigenos(4), sendo o antigeno RhD, juntamente com outros quatro antigenos
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principais desse sistema, 0s responsaveis por 99% dos problemas clinicos
associados ao sistema Rh(5).

Introduzida ha mais de 50 anos, a técnica de automacdo mais
aperfeicoada assume importante papel no diagnéstico de fenétipos variantes(6).
E o caso da tecnologia da microplaca, que vem ganhando popularidade devido
ao crescente volume de trabalho nos bancos de sangue. Nessa técnica séo
utilizados pequenos volumes e baixa concentracdo de soro e hemacias, ao
mesmo tempo em que ha aumento da quantidade de amostras testadas,
garantindo maior custo-beneficio. Fendtipos variantes relacionados ao sistema
Rh, como D-fraco, e ao sistema ABO, como subgrupo A2, por exemplo, podem
estar envolvidos nos casos discrepantes e duvidosos resultantes da tipagem
sanguinea, sendo necessarios ensaios confirmatérios a fim de esclarecer o
grupo sanguineo ao qual o doador pertence. Esse procedimento visa reduzir a

chance de complicacdes posteriores para o futuro receptor de sangue.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivos analisar a
técnica de semiautomacao que esta sendo implantada no Banco de Sangue do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre em relacdo a deteccdo de resultados
duvidosos e inconclusivos associados aos sistemas ABO e Rh, e a deteccéo de
fenotipos variantes, principalmente D-fraco. Ainda, faremos uma andlise
comparativa dos mesmos aspectos com a técnica manual anteriormente

utilizada.
Casuistica e métodos/Material e Métodos:
Populacao de estudo
Todas as amostras provenientes dos doadores de sangue e plaquetas do

Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (n = 7363) no periodo
de seis meses (Novembro de 2011 a Abril de 2012) foram submetidas ao
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processo de tipagem sanguinea semiautomatizada em microplacas para 0s
sistemas ABO e RhD. Também foram coletados os resultados das amostras
submetidas ao processo de tipagem sanguinea manual em lamina (n=7677)
para os sistemas ABO e RhD durante os seis meses (Maio a Outubro de 2011)
imediatamente anteriores a implantacdo da técnica semiautomatizada. Foram
analisadas todas as amostras, de ambos periodos, que apresentaram resultado
discrepante associado a um ou ambos sistemas sanguineos. Os doadores do
Banco de Sangue do HCPA geralmente compreendem individuos saudaveis
com idade entre 18 e 65 anos, de ambos sexos. Entretanto, amostras de
sangue de pacientes do HCPA que receberam autodoacdo (stem cell)
eventualmente também sdo encaminhadas ao laboratério para serem tipadas
utilizando a mesma técnica, e, portanto, existem individuos fora da faixa etaria

estabelecida para os doadores em geral na populacdo em estudo.

Tipagem sanguinea semiautomatizada para os sistemas ABO e RhD

A técnica é realizada no médulo Swing Twin Sampler (DiaMed Micro
Typing System), o qual é responsavel pela pipetagem das amostras na
microplaca, identificacdo automatica através da leitura dos codigos de barras
dos tubos de amostras, dos frascos de reagentes de hemacias-teste e diluentes
e da microplaca. As microplacas (DiaMed-MP Teste) com anticorpos
monoclonais dessecados e um controle negativo (RhD) vém prontas para uso e
sdo utilizadas para a determinacdo dos grupos sanguineos ABO e RhD (Figura
1). Para maior seguranca, cada microplaca também é identificada com um
cbdigo de barras. A configuracdo das microplacas permite 12 determinacfes de
grupos sanguineos, por placa, incluindo prova direta e reversa. Sao necessarios
outros reativos adicionais, como as hemacias-teste para prova reversa (DiaCell-
MP ABO) e solugédo de bromelina (ID-Diluent 1), cujos frascos s&o dispostos
nos locais apropriados do equipamento. Apds a pipetagem automatica e um

periodo de incubacéo de 10 minutos, a microplaca passa para o modulo Lyra
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MP-reader (DiaMed Micro Typing System), responsavel pela centrifugacao,

agitacao, leitura e interpretacéo das reagdes de aglutinacdo da microplaca.

Figura 1: Microplaca utilizada para determina¢@o dos
sistemas sanguineos ABO e Rh. Capacidade para 12
amostras (colunas). As amostras (fracdo de hemacias)
séo aplicadas nos pogos contendo anti-A (A), anti-B (B),
anti-AB (C), anti-D IgM (D), anti-D IgM/IgG (E), controle
negativo (F). Nos dois dltimos pogos é realizada a prova
reversa; na reversa de A (G) adiciona-se amostra de
plasma e heméacias-teste Al, enquanto na reversa de B
(H) adiciona-se hemécias-teste B & amostra de plasma
do doador.

A leitura da placa é realizada através da utilizacdo de cameras digitais, e
a interpretacdo dos resultados de cada poco é feita pelo gerenciador do sistema
a partir da analise das imagens. Os resultados das reacdes podem ser positivos
(1+, 2+, 3+ ou 4+) ou negativos. Essa interpretacdo dos resultados fornecida
pelo equipamento deve ser validada pelo operador, que verifica as imagens
captadas e, se necessario, as compara com a visualizacdo da propria placa
com auxilio de um suporte especifico que possui um espelho de aumento. Se
necessario, em casos de discordancia, o resultado pode ser alterado

manualmente pelo operador.

Os dados referentes a tipagem sanguinea manual dos doadores no

periodo entre maio e outubro de 2011, anterior a implantacdo da
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semiautomacao, foram levantados a partir dos registros do caderno do setor de
imunohematologia, juntamente com os relatérios das totalizacbes mensais
fornecidos pelo sistema do hospital (AGH). No caderno eram anotadas, a
caneta, a prova reversa do sistema ABO, o RhD e, nos casos RhD negativo, 0
resultado da pesquisa do fenétipo D-fraco. Tanto a prova direta ABO quanto a
tipagem do RhD eram realizadas em lamina, no setor de processamento do
Banco de Sangue do HCPA, e as amostras eram posteriormente enviadas ao
setor de imunohematologia, responsavel pela prova reversa e pesquisa do
fenotipo D-fraco das amostras RhD negativas. Esses resultados eram anotados
no caderno e passados para o sistema, caso nenhuma discrepancia fosse

detectada.

Para o sistema ABO, foram consideradas discrepantes as amostras que
apresentaram discordancia entre as tipagens direta e reversa em microplaca ou
em lamina (manual). Para o sistema Rh foram consideradas discrepantes as
amostras que inicialmente se mostraram RhD negativas (Figura 2), seja pela
tipagem em microplaca ou em lamina, mas que no teste confirmatdrio em cartdo

de gel-teste resultaram fracamente positivas.

Resolvendo discrepancias ABO

As amostras que apresentaram discrepancia entre as tipagens ABO
direta e reversa em microplaca foram submetidas a técnica de tipagem em tubo
de vidro para confirmacdo. Ambos métodos, tanto em microplaca quanto em
tubo, sdo baseados na prova de aglutinacdo. No segundo caso, sdo utilizados
0os regentes Anti-A Monoclonal e Anti-B Monoclonal (Lorne Reagents) para
verificacdo do grupo ABO, Anti-D Duoclone Monoclonal e Controle Anti-D
Monoclonal (Lorne Reagents) para sistema RhD, e Revercel Al e B para prova

reversa (Fresenius Kabi).

Confirmacgéo ou excluséo do fenétipo D-fraco
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Todas as amostras que resultaram negativas na andlise de antigeno RhD
em microplaca foram submetidas a técnica em gel-teste (ID-Coombs Anti-IgG,
DiaMed e reagente ID-Diaclon Anti-D, DiaMed) para a pesquisa do fenétipo D-
fraco (Figura 2). Nos casos em que a pesquisa de D-fraco resulta positiva, €
realizado novo teste de confirmacdo utilizando um gel-teste DiaClon ABD-
Confirmacéo (DiaMed) para confirmacéo dos grupos ABO e RhD e um gel-teste

ID-Coombs anti-lgG (DiaMed), no qual é realizado o teste Coombs direto.

Tipagem RhD

Técnica manual Técnica semiautomatizada
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Lamina

Microplaca
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Figura 2: Esquema ilustrativo da fenotipagem RhD. Comparacao entre as técnicas manual e
semiautomatizada. Na técnica manual realiza-se apenas uma tipagem por lamina, enquanto a
microplaca tem capacidade para 12 determinac¢des simultaneas.
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Os cartbes de gel-teste ID-Coombs Anti-IgG utilizados para pesquisa de
D-fraco, passam por incubacdo a 37°C durante 13 minutos e centrifugacéo a
910 rpm durante 10 minutos. Os cartdes DiaClon ABD-Confirmacdo néo
passam por incubacdo e sado diretamente centrifugados. Apds, a leitura dos
cartdes é realizada no modulo Banjo ID-reader (DiaMed Micro Typing System),

responsavel pela leitura e interpretacao de ID-cartdes.

N&o foi realizada pesquisa para detecgcao do fenotipo D-parcial, uma vez
que sua identificacdo ndo é possivel através das técnicas convencionais, sendo

necesséria a realizacao de técnicas mais sofisticadas.

Anélise Estatistica

A analise dos dados obtidos e discrepancias observadas foi baseada na
estatistica descritiva. Ainda, foi realizada uma analise comparativa entre o0s
dados obtidos através da técnica de semiautomacédo durante o periodo entre
Novembro/11 e Abril/12 (seis meses) e o histérico dos dados da técnica manual
dos seis meses imediatamente anteriores (Maio/11 a Outubro/11) a implantacao
da técnica semiautomatizada, com relacdo a deteccdo de possiveis casos de
discrepancia nos sistemas ABO e Rh. Para isso, foi utilizado o Teste exato de
Fisher, utilizado na comparacdo dados categoricos, e o teste de Pearson, com
significancia de p<0,05, com objetivo de observar a presenca de diferencas

estatisticamente significativas.

Resultados

Discrepancias ABO

No periodo de 12 meses, a taxa de discrepancia ABO (Tabela 1)
observada foi de 0,22% (33/15040). De um total de 33 casos, 28 ocorreram
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durante o periodo da técnica semiautomatizada (TSA) e 5 ocorreram durante o
periodo da técnica manual (TM).

Tabela 1

Resultados discrepantes associados ao sistema ABO durante a TM e a TSA

Periodo Discrepante N&o Discrepante Total

Mai/ll a Out/11 (TM) 5 7672 7677

Nov/11 a Abr/12 (TSA) 28 7335 7363
33 15007 15040

p < 0.0005 (Odds ratio: 4,633; I.C 95%: 2.039 — 10.527)

Dentre os casos de discrepancia ABO no periodo da TSA, dois
apresentaram fenétipo A2, enquanto no periodo da TM trés doadores
apresentaram esse subgrupo de A. Portanto, cinco doadores foram
classificados como fendtipo A2, representando 15% (5/33) dos casos de
discrepancia ABO. Um doador no periodo da TSA apresentou alto titulo do

anticorpo irregular anti-M e outros trés eram autodoadores de stem cell.

Fendtipo D-fraco e discrepancias Rh

Com relagdo as discrepancias relacionadas ao sistema Rh (Tabela 2),
observamos que as situacfes discrepantes totalizaram 0,18% (27/15040) de
todas as amostras analisadas durante o periodo de 12 meses. Também
podemos observar que ndo houve diferenca na ocorréncia desses casos entre

as técnicas manual e semiautomatizada (p=1.0).

Tabela 2
Resultados discrepantes associados ao sistema Rh durante a TM e a TSA

Periodo Discrepante N&o Discrepante Total
Mai/11l a Out/11 (TM) 14 7663 7677
Nov/11 a Abr/12 (TSA) 13 7350 7363

27 15013 15040

p = 1.0 (Odds ratio: 0,968; |.C 95%: 0.455 — 2.061)
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Vinte doadores apresentaram o fenétipo D-fraco no periodo da TM
(Tabela 3), contra cinquenta e quatro doadores no periodo da TSA. Ainda,
observamos que a prevaléncia do fenétipo D-fraco, no periodo de 12 meses e
na populacao estudada, foi de 0,49% (74/15040).

Tabela 3
Resultados da tipagem Rh e pesquisa do fenétipo D-fraco durante a TM e a TSA
Periodo Rh + Rh - DF Total
Mai/11l a Out/11 (TM) 6704 953 20 7677
Nov/11 a Abr/12 (TSA) 6424 885 54 7363
13128 1838 74 15040
p < 0.0005

Reacdes que motivaram davida conforme a técnica

Ao analisar a origem dos casos duvidosos relacionados as discrepancias
ABO na microplaca (Tabela 4), observamos a ocorréncia de algumas reacdes
que motivaram duvida envolvendo os reagentes ja presentes na microplaca. A
maior frequéncia de reagdes duvidosas foi na tipagem reversa de A (R.A), que
respondeu por quase metade dos casos (46,4%). Das treze reacdes duvidosas
na R.A., onze ocorreram devido a deteccdo de micro-p6 ou reacdo de uma cruz
(1+) no pogo da R.A., de maneira que ndo concordavam com a prova direta.
Vinte e seis dos vinte e oito casos de discrepancia ABO foram solucionados

apos técnica em tubo.

Tabela 4
Reacdes que motivaram dlvida na técnica em microplaca e na técnica em tubo

Anti-A Anti-B  Anti-AB  Anti-D Anti-D Controle R.A. R.B.

Microplaca 4 3 1 0 0 1 13 8
Tubo* 0 0 0 0 0 0 2

* Reacdo em tubo realizada a temperatura ambiente

As duas reacdes duvidosas em tubo, na R.B., representadas na Tabela 4

correspondem a amostras cuja tipagem em tubo néo foi capaz de solucionar a
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discrepancia observada na microplaca. Nao foi possivel definir a causa dos
resultados discrepantes, mas sabe-se que um dos casos era de um autodoador
de stem cell.

Discussao

A automacéo da técnica de tipagem sanguinea vem ganhando espaco no
cenario atual, em que surgem novas tecnologias capazes de assegurar maior
seguranca aos procedimentos transfusionais, acompanhando a enorme
demanda nos bancos de sangue. As vantagens oferecidas pelos equipamentos
semiautomatizados sdo indmeras, uma vez que proporcionam uma maior
padronizacdo das técnicas convencionais e uma menor subjetividade na sua
interpretagdo, além da possibilidade de interfaceamento. Como podemos
observar, mesmo com o advento dessas novas tecnologias, as técnicas
manuais anteriores ainda ndo podem ser de todo abolidas, tendo grande

importancia na confirmacéo de resultados por vezes duvidosos.

A partir dos resultados que obtivemos, podemos observar que ha um
aumento nos casos de discrepancias ABO apds a implantacdo da técnica
semiautomatizada (Tabela 1). Entretanto, desses vinte e oito casos ocorridos na
microplaca, vinte e seis foram resolvidos no teste em tubo. Dentre esses casos
discrepantes (Tabela 4), observamos que uma importante parcela ocorreu nos
pocos da linha G da microplaca (Figura 1) em que € realizada a prova reversa
do grupo A. Os resultados duvidosos, de acordo com as informacgfes contidas
na bula do kit (DiaMed-MP Teste), podem ser atribuidos a possiveis fatores,
tanto internos quanto externos ao doador, dentre eles poderiamos citar
variacbes na velocidade ou no tempo de agitacdo da microplaca, atraso na
leitura e interpretacdo das reacdes (sedimentagdo), presenca de anticorpos
irregulares, contaminacao bacteriana (ou de outros tipos) dos materiais. Todos
esses elementos podem levar a rea¢des equivocadas ou erros na leitura dessas

reacoes. Entretanto, alguns desses fatores podem ser descartados
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especificamente no nosso estudo, uma vez que a agitacdo da microplaca e a
interpretacdo dos resultados é realizada em equipamento semiautomatico (MP-

Reader) em tempo hébil e na velocidade e no tempo de agitacdo padrdes.

No caso do sistema Rh ndo foi observado aumento semelhante na
deteccdo de casos discrepantes (Tabela 2), mas observou-se uma consideravel
elevacdo na classificacdo de individuos como fendtipo D-fraco apdés a
implantacdo da semiautomacdo. O aumento na frequéncia do fenétipo D-fraco
sem consequente aumento na frequéncia de casos de discrepancia Rh, uma
vez que esse € um dos principais fatores que leva a esse tipo de discrepéancia,
pode ser explicado pelo fato do leitor de microplacas (MP-reader) ser capaz, na
maioria das vezes, de discernir e detectar reacbes fracamente positivas,
diferentemente da tipagem em lamina, na qual essas reagfes poderiam ser
interpretadas e classificadas equivocadamente. Dessa maneira, 0 novo sistema
estaria colaborando, teoricamente, para a reducdo dos casos de discrepancia
Rh, pois seria capaz de evitar interpretacfes incorretas na tipagem RhD. O
aumento do numero de casos de D-fraco pode ser atribuido, como dito
anteriormente, a capacidade do leitor de microplacas detectar as reacfes
fracamente positivas para anti-D, as quais, anteriormente, seriam apenas
detectadas no teste confirmatdrio em cartdo-gel apos tipagem previamente
negativa em lamina. Nesse periodo, como as reacdes eram apenas
interpretadas a olho nu, muitas tipagens RhD fracamente positivas podem ter
sido classificadas como positivas, gerando uma consequente queda na

classificacéo dos casos de fendtipo D-fraco.

A automacao apresenta diversas vantagens na sua implantacdo, uma
vez que proporciona um aumento na quantidade de amostras testadas a cada
vez, utiliza pequenos volumes de amostra, possibilita o interfaceamento
(promovendo reducao nos erros de leitura e transcricdo e economia de tempo),
permite a rastreabilidade dos resultados e uma maior padronizagdo na leitura

das reacbes (7). A rastreabilidade dos resultados proporcionada pela
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automacao foi de grande importancia para a realizagéo deste estudo, auxiliando
na coleta dos dados. Isso se deve ao armazenamento dos resultados no
computador sob a forma de registro escrito e foto digitalizada da reacéo
observada, tanto na microplaca quanto nos cartbes-gel. Esses resultados
podem ser resgatados e visualizados no monitor a qualquer momento, apenas
informando o numero da amostra, a data da leitura ou o tipo de teste realizado.
A mesma facilidade certamente ndo foi observada na coleta dos dados de
tipagens referentes ao periodo anterior a implantacdo da semiautomacéo, uma
vez que eram anotados manualmente em um caderno a caneta, sem registro de
imagem. Entretanto, a automacédo também apresenta algumas desvantagens no
que diz respeito ao tempo de processo do pipetador automatico, podendo levar
o dobro do tempo necessario para realizacdo da mesma técnica manualmente.
A principal desvantagem relacionada ao tempo estid associada a lavagem da
ponteira utilizada pelo equipamento, a qual deve ser lavada trés vezes a cada

amostra ou reagente pipetado em vez de utilizar ponteiras descartaveis.

As principais conclusdes que podemos tirar do presente estudo séo de
que a implantacdo da semiautomacdo da técnica de tipagem sanguinea é
acompanhada de importantes vantagens, principalmente a possibilidade de
interfaceamento, a rastreabilidade dos resultados, favorecida pela geracédo de
registros com imagem, e a padronizacdo na interpretacdo das reacdes. A
técnica, entretanto, também traz consigo algumas desvantagens, relacionadas
principalmente ao tempo do processo. Ainda, observamos que algumas vezes a
técnica semiautomatizada em microplacas gera resultados diferentes da técnica
em tubo, com consequente aumento na classificacdo de individuos no fenétipo
D-fraco e aumento nos casos duvidosos ou discrepantes na tipagem do sistema
ABO. Entretanto, esses casos foram potencialmente solucionados na técnica
em tubo, que permanece sendo padrdo-ouro na tipagem sanguinea, e ndo gera
grandes impactos no resultado final. Dessa maneira, 0 aumento nos casos de
discrepancia ABO observados na semiautomacdo ndo colabora para um

aumento no risco de tipagens errbneas.
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[l - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apoés seis meses de utilizacdo da técnica semiautomatizada, podemos
fazer algumas consideracdes sobre a semiautomacao. De maneira geral, 0s
equipamentos utilizados na técnica semiautomatizada (Maestro Master
Software — Diamed) mostraram-se bastante adequados para a execucao da
rotina do laboratério de imunohematologia, na execucdo das tipagens
sanguineas dos doadores. Nao ha duvidas de que a nova técnica apresenta
diversas vantagens e uma grande relacdo custo-beneficio. Apesar disso, a
técnica manual em tubo continua sendo padréo-ouro na tipagem sanguinea, por
ser uma técnica bastante sensivel, pratica e mais acessivel. Entretanto,
pensando na seguranca dos doadores e, principalmente, dos futuros receptores
de transfusbes sanguineas, acreditamos que as perspectivas futuras apontam
para 0 uso em uma escala cada vez maior das técnicas automatizadas, uma
vez que elas oferecem protecdo contra a identificacdo incorreta de amostras e
erros de transcricdo, que configuram o0s principais erros responsaveis por

transfusdes incompativeis.
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