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RESUMO



O Programa de Controle de Qualidade Externo em Imunohematologia foi
introduzido com o objetivo de avaliar a qualidade do diagnéstico em Imunohematologia.
Foram realizadas 41 avaliacbes em 223 instituicoes no periodo de 1992 a 2003 que
incluiram testes de proficiéncia para determinacdo ABO e RhD, fenotipagem Rh e K,
teste direto da antiglobulina humana, pesquisa de anticorpos irregulares e identificacao
de anticorpos. No periodo de 12 anos o programa incluiu 8014 determinacdes de grupo
sanguineo ABO, 8000 classificacbes RhD, 5193 fenotipagens Rh, 5101 fenotipagens K,
7939 pesquisas de anticorpos irregulares, 4533 identificacdes de anticorpos e 7912
testes diretos da antiglobulina humana. Respostas incorretas foram classificadas como
erros clericais, técnicos, ou ndo determinados. Ocorreu um numero elevado de erros
clericais na determinacdo do grupo sanguineo ABO (76/76 erros), classificacdo RhD
(34/58 erros) e na fenotipagem Rh (50/73 erros). Erros técnicos ocorreram
predominantemente na determina¢ao do antigeno D fraco (91/95 erros), na pesquisa de
anticorpos irregulares (252/301 erros) e na identificagcdo de anticorpos (321/335 erros) e
estavam associados a sensibilidade das técnicas e dos reagentes utilizados. As
avaliacOes tedricas, como incentivo a educagao continuada, auxiliaram na diminuicao
dos erros, estimularam o treinamento dos participantes e o trabalho em equipe. A
deteccdo dos erros foi importante para propor melhoria técnica com reavaliagdo dos
protocolos bem como acdes corretivas visando a melhoria da qualidade. A participacao
em um programa de controle de qualidade externo bem organizado mostrou ser
fundamental na melhoria da qualidade dos testes em imunohematologia, reduzindo a
freqliéncia dos erros e no potencial risco de reacées hemoliticas garantido uma melhoria
na qualidade das transfusoes.
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ABSTRACT



The Brazilian External Quality Assessment Program in Immunohematology
(BEQAPI) was introduced with the objective of evaluating the quality of diagnosis in
Immunohematology. From 1992 to 2003, proficiency tests for ABO grouping, Rh (D, C, c,
E, e), K phenotyping, Direct Antiglobulin Testing (DAT), Antibody Screening (AS) and
Antibody ldentification (Al) were performed. Forty-one evaluations were carried out in 223
institutions. Over the period of 12 years, the program included 8,014 ABO typing, 8,000
RhD typing, 5,193 Rh (C, c, E, e), 5,101 K phenotyping, 7,939 AS, 4,533 Al and 7,912
DATs. Erroneous responses were classified as clerical, technical or undetermined. A
substantial proportion of erroneous responses due to clerical errors occurred in ABO
typing (76/76 errors), RhD typing (34/58 errors) and Rh phenotyping (50/73 errors).
Technical errors occurred predominantly for weak D (91/95 errors), AS (252/301 errors)
and Al (321/335 errors). Based on these results, since 1996, participants have received
“Questions and Case Studies” as an incentive for training and education. The results of
the present study show an improvement in the performance of participants in the course
of the program. We found that a well-organized external proficiency program can

contribute to the improvement of quality of testing in Immunohematology.
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INTRODUCAO



O conceito de transfusdao de sangue teve inicio com a descricao da circulacao
do sangue por WILLIAN HARVEY em 1628. No final do século XVI, JEAN DENIS, na
Franca e, RICHARD LOWERY, na Inglaterra, realizaram a primeira transfusao
documentada em humanos. Ambos utilizaram sangue de animais. De acordo com os
conhecimentos atuais sobre os anticorpos “antiespécies”, ndo € surpresa que a primeira
reacdo hemolitica foi descrita por DENIS em 1668. As transfusdes de sangue animal para
humanos provocaram a morte de varios pacientes, foram proibidas e consideradas ilegais

pelas sociedades médicas.

Durante mais de 150 anos houve poucas publicacées sobre transfusdes de
sangue até que no ano de 1818, JAMES BLUNDELL, obstetra e fisiologista inglés,
retomou o interesse no tratamento de hemorragia pés-parto. No entanto, o uso
indiscriminado das transfusdes durante este periodo, com resultados imprevisiveis e a
alta mortalidade destes pacientes, provavelmente devido as reacdes hemoliticas,
desencorajaram mais uma vez as transfusbes de sangue (OBERMAN, 1981;
KICKLIGHTER & KLEIN, 2001; PETZ & GARRATTY, 2004).

A era moderna das transfusdes teve seu inicio entre 1900 e 1901 quando
KARL LANDSTEINER (HUGHES-JONES, 2002), entdo com 32 anos de idade, descobriu
a existéncia dos antigenos de grupos sanguineos ABO que s&o, até hoje, os mais
importantes antigenos de grupos sanguineos humanos conhecidos (WATKINS, 2001).
Inicialmente, poucos entenderam a importancia da descoberta de LANDSTEINER. O
longo periodo histérico de varios séculos de insucessos nas tentativas de transfusbes de
sangue serve para valorizar ainda mais os grandes avangos nos conhecimentos dos

grupos sanguineos nos anos seguintes a original descoberta de LANDSTEINER.

Em 1907, RICHARD WEIL ¢ REUBEN OTTENBURG, foram os primeiros a
reconhecer que as hemacias que apresentavam antigenos ABO, quando infundidas em
um receptor com o correspondente anticorpo (isoaglutinina) poderia resultar em grave
hemdlise aguda. OTTENBURG tornou-se o primeiro a realizar a classificagdo ABO entre
o doador e o paciente (HEAL & BLUMBERG, 1999; OBERMAN, 1981).

Introdugdo
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De acordo com DANIELS (2002), a Imunohematologia tornou-se ciéncia a partir
dos relatos de LANDSTEINER e podemos considerar que a descoberta dos grupos
sanguineos ABO, tornou possivel a realizacao das transfusdes de sangue.

Em 1945, o desenvolvimento do teste da antiglobulina por COOMBS,
revolucionou o campo da imunohematologia. O teste direto e indireto da antiglobulina
passou a ser uma importante ferramenta para a deteccdo de anticorpos contra os
antigenos dos globulos vermelhos. A maioria dos antigenos foi evidenciada pela
realizacdo do teste da antiglobulina em pacientes com reacdo hemolitica ou destruicao

acelerada das hemaécias transfundidas.

A partir dos trés antigenos de grupos sanguineos originais, foram descritas e
reconhecidas até hoje, centenas de diferentes estruturas na superficie das hemacias.
Apesar da maioria das informacdes terem sido evidenciadas a partir dos classicos testes
sorol6égicos baseados nas reacoes de hemaglutinacdo, novas e importantes informacoes
surgiram com o advento de novos métodos bioquimicos e genéticos, com os anticorpos
monoclonais demonstrados por KOHLER & MILSTEIN (1975), com as novas técnicas de
eletroforese em gel de poliacrilamida e o PCR, que permitiu ampliar, para o nivel
genético, os estudos inicialmente limitados aos antigenos de superficie (REID et al,
2000).

De acordo com os dados atualizados da Sociedade Internacional de
Transfusao Sanguinea (ISBT), atualmente existem 29 sistemas de grupos sanguineos e
257 antigenos descritos. Todos esses antigenos foram definidos através do
correspondente anticorpo humano, por apresentarem caracteristicas de heranca, o gen
codificador ter sido identificado e sequenciado e, ter sua localizagdo cromossdémica
conhecida (DANIELS, 2004).

No Brasil, semelhante ao que ocorreu em outros paises do mundo, a Medicina
Transfusional desenvolveu-se significativamente nas ultimas décadas. Em 1980, com a
criacdo do Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados - PRO-SANGUE, o
governo propiciou a implantagdo e implementagdo da rede de hemocentros. Os setores
publico e privado investiram substancialmente na construcdo de novas instalacées e na

introducdo de novos testes, principalmente para a deteccdo de diversos agentes
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infecciosos, com o0 objetivo de assegurar a qualidade da transfusdo de sangue e

componentes.

Por volta de 1985/1987, a questdo do sangue e dos hemoderivados no Brasil
era critica. O tema passou a adquirir notoriedade em decorréncia do aparecimento da
SIDA/AIDS, tendo sido a categoria de exposicao por transfusao responsavel por 8,8% dos
casos de AIDS notificados ao Ministério da Saude. Diante deste quadro e da relevancia
desses servigos, 0 Ministério da Saude estabeleceu medidas rigorosas no sentido de
oferecer maior seguranca aos doadores e receptores de sangue e hemoderivados.

Hoje, as transfusbes de sangue no Brasil sdo legisladas pela Constituicao
Federal, por leis e decretos (LEI N2 10.205; DECRETO n2 3.990). O Ministério da Saude
coordena o Sistema Nacional de Sangue, Componentes e Derivados (SINASAN) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) realiza a fiscalizacdo dos servigos.
Os pilares do sistema brasileiro sdo a doacdo voluntaria, a ndo comercializacao do
sangue, seus componentes e derivados e, as doacOes e transfusdes serem realizadas

pelos Hemocentros da rede publica, complementados pelos servigos privados.

De acordo com a complexidade dos servicos (RDC n2 151), existem registrados
atualmente, 2.047 servigos distribuidos em diferentes niveis de complexidade: 26
Hemocentros Coordenadores, 59 Hemocentros Regionais, 290 Nucleos de Hemoterapia,
168 Unidades de Coleta e Transfusdo, 10 Unidades de Coleta, 1462 Agéncias
Transfusionais, 14 Centrais de Triagem Laboratorial de Doadores e 18 “Nao Classificados”
(ANVISA).

Em nossa sociedade contemporédnea podemos considerar que o sangue é
seguro, apesar de as nocoes usuais de seguranga como, por exemplo, analises de erros
cometidos, avaliagdo de riscos e de eventos adversos, nem sempre serem aplicadas onde
a transfusao esta envolvida (KLEIN, 2001).

Erros tém ocorrido em transfusdes de sangue desde que a técnica comegou a
ser usada e certamente continuardo a acontecer porque eles podem ocorrer em qualquer

etapa do sistema e néo € possivel se prever todas as possibilidades de erros, mesmo em
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paises em que a transfusdo com “risco zero” tornou-se quase uma religiao (HORTON,
2001).

Varios erros ndo causam dano, mas eles ndo podem ser ignorados, porque sao
tao importantes quanto os que causam, pois indicam uma falha no sistema ou até mesmo
decisbes erradas. Uma vez reconhecido, sua(s) causa(s) deve(m) ser analisada(s) e as
medidas preventivas devem ser aplicadas. O erro é sinal de um problema, é inerente ao
ser humano e até mesmo os mais experimentados técnicos algumas vezes cometem os
piores enganos (HORTON, 1999; KAPLAN & BATTLES, 2001).

Diferentes autores tém mostrado que os erros em transfusées de sangue
ocorrem com relativa freqiéncia. O risco estimado para ocorréncia de reacao hemolitica
fatal devido a erro clerical nas classificagdes do grupo sanguineo ABO, que ocorrem no
laboratério ou durante a administracdo do sangue, esta entre 1: 100.000 a 1: 600.000
transfusées de concentrados de hemécias (LINDEN & KAPLAN, 1994) ou 1: 2.000.000
(LINDEN et al, 2000). No mesmo nivel, o risco de transfusdo associada com transmissao
de HIV ou HCV apds introducédo dos testes de acido nucléico — NAT é de 1: 1.000.000
(STANLEY, 2001). Como se pode constatar, o risco de transmissdo de doencas é

comparavel com o das reag¢des hemoliticas.

Nos ultimos anos, tivemos uma significativa reducao do risco de transmissao de
doencas através das transfusdes de sangue e, podemos considerar que atualmente o risco
de transmissao por essa via é baixo, apesar dos novos agentes infecciosos que atualmente
passaram a ameacgar a seguranga transfusional, as dificuldades técnicas e econémicas
para a implantacdo de novos mecanismos de prevencdo (Portaria n? 1544) e, a janela

imunoldgica ainda ser uma preocupacao constante.

No entanto, se levarmos em conta o controle das transmissdes de infeccoes
através das transfusdes, proposto pelos diferentes paises, inclusive o Brasil, em relacédo
ao controle utilizado nos exames imunohematol6gicos, pode-se concluir que a percepcao
de risco em Imunohematologia ainda € pequena. Deveriamos encarar o diagnostico em

imunohematologia da mesma forma e com o mesmo rigor da sorologia, pois quando
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incorretamente realizado pode aumentar os riscos devido aos efeitos imediatos e tardios

das transfusdes, muitas vezes, transfusdes incorretamente indicadas e mal preparadas.

O efeito indesejavel mais grave diretamente associado as transfusées é aquele
que resulta em hemdlise do sangue transfundido, devido a anticorpos pré-formados
presentes no plasma do receptor. A transfusdo de sangue incompativel que causa reacao
transfusional hemolitica imediata com destruicao intravascular das hemacias transfundidas
pode levar a morte (PETZ, 1989; MYHRE, 2000; KICKLIGHTER & KLEIN, 2001).

Devemos, portanto, analisar e prevenir erros, mas nao podemos confundir erros
com riscos. Devemos também, analisar em profundidade os riscos nos seus aspectos
técnicos e bioldgicos, no treinamento adequado da equipe técnica e nos aspectos

econdmicos e sociais.

O conceito de risco surgiu na ldade Média e era considerado como evento da
natureza (tempestades, enchentes, epidemias) e, naquela época, era excluida a idéia da
responsabilidade humana. Atualmente o conceito envolve o conhecimento cientifico, o
"estado da arte" e, de forma marcante, as responsabilidades humana e ética
(HOSSENLOPP, 2001).

Segundo PERSAUD (2001), uma teoria sobre risco que vem da psicologia, é
que basicamente o que pensamos sobre risco depende das imagens que véem a nossa
mente sempre que uma idéia nos € apresentada. Por exemplo, a preocupacédo sobre a
seguranca da energia nuclear estd associada com o que ja escutamos ou vimos sobre
“poder nuclear”, isto é, bombas atébmicas explodindo e, € esta associacdo que vai
determinar a seguranca que queremos. De forma semelhante, a transmissao do virus HIV
através das transfusdes nos faz associar a idéia de uma doenca fatal e, € esta imagem
que determinou todas as medidas preventivas que foram tomadas. Com a
Imunohematologia, a imagem que aparentemente muitos, incorretamente, ainda associam
€ a da simplicidade dos grupos sanguineos e conseqlientemente, ndo pensam nos riscos,

ao contrario do que fazem com as doencas infecciosas.
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Além das andlises de erros e riscos, outro item importante a ser valorizado para
melhorar a seguranca transfusional € o evento adverso. Para aumentar a segurangca nos
tratamentos de saude, varios paises tém implementado programas de estudos e analise
de eventos classificados como “quase erro” e “evento adverso” (KAPLAN, 2005). “Quase
erro” significa um evento nao intencional e inseguro que quase aconteceu, um evento que
terminou uma etapa antes de acontecer uma conseqiéncia séria. Eventos adversos sao
definidos como injurias ou complicagdes involuntarias que podem resultar em morte,
incapacidade ou prolongar a permanéncia no hospital. Paises como Australia, Reino
Unido, Canada, Franca e Estados Unidos implantaram uma sistematica de apuracao e
analise de eventos adversos ocorridos. A magnitude do problema em todo o mundo é
refletida pela recente decisdo da Organizacdo Mundial de Saude em langar o programa
denominado Aliangca para Seguranca do Paciente, com o objetivo de aumentar a
seguranca dos pacientes em todas as 192 nagbes que sdo membros: World Health
Organization - The launch of the World Alliance for Patient Safety “Please do me no harm”

(www.who.int/patientsafety/launcg/en/). Este tipo de analise existe e é obrigatéria na

industria de avides, tecnologia nuclear, industria petroquimica, no transporte aéreo e
contribui enormemente para prevenir mortes e danos sérios, contribuindo também, para
melhorar a qualidade dos v6os (BARACH, 2000).

Nos Estados Unidos foi criado um projeto piloto denominado Medical Event
Reporting System for Tranfusion Medicine (MERS-TM) onde informacdes relacionadas
com produtos do sangue devem ser enviadas voluntariamente, via eletrénica, para permitir
aos participantes comparar as experiéncias e, para identificar e quantificar problemas que
ocorrem em medicina transfusional. Exceto para eventos fatais, que devem ser notificados
imediatamente (via telefone, fax, carta expressa ou e-mail), os dados coletados séo
analisados e publicados periodicamente, para beneficio dos servicos de transfusdo e do
publico em geral (FDA - Food and Drug Administration — Department of Health and
Human Services, Docket N2 01N-0051. www.fda.gov). O MERS-TM esta atualmente
implantado em 22 hospitais, que voluntaria e anonimamente, enviam seus relatérios. Os

coordenadores do programa passaram agora a solicitar também relatérios de “quase erro”
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(near-miss events). O “quase erro” ocorre, por exemplo, quando o paciente nao recebe
uma transfusdo de sangue incorretamente preparada devido a uma etapa de revisao,
planejada ou ndo, que bloqueia o processo (conferéncia final da identidade do paciente,
ao lado do leito) (KAPLAN, 2005).

by

Um problema em avaliar erros é que estamos acostumados a cultura da
acusacao e da censura, tornando dificil convencer as pessoas a reportar erros. Relatar
erros com ameacas de acgdes disciplinares, aparentemente efetivas, ndo é o melhor

procedimento. A cultura de acusacgéo e culpa continua existindo (HORTON, 2001).

Além do significativo desenvolvimento tecnolégico nos diagndsticos, da
necessidade de analisar erros, de avaliar riscos, eventos e quase erros, os Programas de
Gerenciamento da Qualidade tém demonstrado ser essencial para estimular o progresso e
a obtencédo de melhores resultados em todas as atividades profissionais. Na area médica,
estes programas tém se expandido a diversas especialidades. Nos ultimos anos, o
conhecimento mais profundo dos efeitos adversos das transfusées sanguineas e
legislagbes mais rigorosas em seus aspectos ético-profissionais, aumentou o interesse na
Medicina Transfusional. O desenvolvimento da especialidade passou a exigir a
implantacdo de rigidos programas de qualidade, a fim de garantir transfusdes sanguineas

seguras.

No Reino Unido, no ano de 1979, foi instituido o programa denominado UK
NEQAS - United Kingdom National External Quality Assessment Service. Em 2004,
estavam registrados 470 laboratérios do Reino Unido e 155 laboratérios de diversos
paises. As atividades do programa estdo sob a responsabilidade de um comité executivo
eleito, que se reune 4 vezes ao ano para organizagdo de um encontro cientifico anual,
discutir os exercicios passados e futuros, os objetivos a serem alcangados no ano, a
avaliacao dos niveis de performance dos participantes e a andlise de comentarios e
reclamacdes dos participantes. Sao realizadas quatro avaliacbes praticas por ano
existindo também atividades teoricas representadas por questionarios (UK NEQAS -
Blood Transfusion Laboratory Practice Scheme Annual Report -

http://www.ukneqas.org.uk).
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Na Franca existe um programa multicéntrico de avaliagao externa da qualidade
exigida por lei, que estuda a sensibilidade do teste indireto de imunoglobulina com
utilizacdo de um anti-soro padrao nacional anti-RH1(D), produzido pelo Centro Nacional
de Referencia de Grupos Sanguineos (MANNESSIER, 2005).

Na Australia o programa de participacdo voluntaria envia, uma vez por ano,
seis conjuntos de amostras com varios niveis de dificuldade para realizacdo das
classificagcdes de grupo sanguineo ABO e RhD, a pesquisa e identificacao de anticorpos
irregulares e a prova de compatibilidade. Os relatérios dos resultados contém discussdes
sobre metodologia e aborda aspectos teéricos sobre os exercicios, caracterizando assim
educagao continuada (http://www.aims.org.au/qap/index.htm)

Na regiao da América Central, a Organizacdo Pan-americana de Saude desde
1999, mantém um programa de avaliagdo externa, com participacdo voluntaria, para
realizacdo das classificacbes de grupo sanguineo ABO e RhD e a pesquisa e
identificacdo de anticorpos irregulares.( www.paho.org/english/gov/cd/CD46-16-e.pdf)

No Brasil, em 1992, antes da regulamentacao do governo federal, foi iniciado
com o apoio da Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia (SBHH), um
Programa de Controle de Qualidade Externo em Imunohematologia, a fim de avaliar
a qualidade do diagnéstico e estimular a melhoria da Imunohematologia. Posteriormente,
em Setembro de 1996, o Ministério da Saude, através da Portaria n? 1840 criou o
Programa Nacional de Controle de Qualidade Externo em Sorologia para todos os
servicos de hemoterapia, publicos e privados. Este programa n&o incluiu a
Imunohematologia, que somente veio a acontecer em Outubro de 1997, através da
Portaria n? 1544, quando entdo o Programa passou a denominar-se Programa Nacional
de Controle de Qualidade Externo em Sorologia e Imunohematologia. Ainda com
objetivo de aumentar a segurancga transfusional, estd em implantacdo no Pais um sistema
de avaliacao dos incidentes relacionados com o uso de hemocomponentes, baseado em
uma rede sentinela, inicialmente composta por 100 hospitais, hoje acrescida dos
hemocentros coordenadores e que devera alcancar todos os servicos de hemoterapia
( ANVISA).
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Em Junho de 2004 a ANVISA publicou a RDC 153, referente ao Regulamento
Técnico dos Servicos de Hemoterapia, determinando que todos os Servicos de
Hemoterapia estabelecam um programa de controle de qualidade interno e participem de,
pelo menos um programa de controle de qualidade externo para assegurar que as normas
e 0s procedimentos sejam apropriadamente executados.

As bases para a implantacdo e implementagdo do Programa de Controle de
Qualidade Externo em Imunohematologia foram: participacado voluntaria aberta a todas as
instituicdes (publicas e privadas) que realizam testes imunohematoldgicos (laboratérios e
bancos de sangue), carater fundamentalmente educativo e n&o punitivo e, absoluto sigilo
quanto aos resultados das instituicdes participantes.

Participantes do programa recebem, a cada quatro meses, dois frascos
contendo soros para a realizagdo da Pesquisa de Anticorpos lIrregulares (PAl) e
ldentificacdo de Anticorpos Irregulares (IAl) e, dois frascos contendo suspensdes de
hemécias para a determinacdo do grupo sanguineo ABO, para a fenotipagem dos
antigenos do sistema Rh (D,D,c, E,e) e Kell (K), antigenos imunogénicos e clinicamente

significantes e, para a realizacao do teste de Coombs Direto (CD).

Em 1996, como incentivo ao treinamento continuado e estimulo ao estudo da
Imunohematologia, as atividades do programa foram ampliadas com a introdugcdo de
atividades teoricas representadas por Casos Clinicos e Questdes.

Além disso, para incentivar a participacao dos servicos instituiu-se a emissao
de “Certificados de Qualidade de Exceléncia e de Elite” emitidos, pela Sociedade
Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, de acordo com critérios de acertos nas
atividades praticas e tedricas durante um determinado periodo.

Apesar das dificuldades iniciais, este programa se tornou referéncia nacional e
um numero crescente de servigos, publicos e privados, tém participado das avaliacdes
realizadas. Devido ao fato de que até o momento nenhuma analise criteriosa sobre os
efeitos benéficos deste programa na pratica transfusional foi realizada, propusemo-nos no

presente trabalho a avaliar a performance dos diversos servigos participantes, tanto nos
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aspectos laboratoriais quanto no conhecimento tedrico da Imunohematologia. Além disto,
procuramos identificar se ao longo dos anos a participacao neste programa trouxe uma
melhoria na qualidade dos servi¢os e da Imunohematologia do Brasil.

No presente trabalho analisamos os dados do “Programa de Controle de
Qualidade Externo em Imunohematologia” obtidos no periodo de 1992 a 2003. Foi
observada uma grande melhoria na performance dos servigos na realizacao dos testes de

Imunohematologia realizados no Brasil durante os 12 anos avaliados.
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OBJETIVOS



Para avaliar a qualidade do diagndstico em Imunohematologia no Brasil, nos
propusemos a analisar os resultados das avaliagcdes realizadas no periodo de 1992 a
2003 no “Programa de Controle de Qualidade Externo em Imunohematologia” da

Sociedade Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, com os seguintes objetivos:

+ Demonstrar quais os erros que ocorrem na realizagdo dos testes

imunohematol6gicos e as respectivas frequéncias;

+ Analisar a metodologia utilizada pelos servicos e a participacao das mesmas

nos erros cometidos;

¢ Avaliar o conhecimento tedrico das equipes sobre o0s conceitos em

Imunohematologia;

+ Avaliar a contribuicao do Programa na qualidade da Medicina Transfusional.

Objetivos
29
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Twelve Years of the Brazilian External Quality Assessment
Program in Imnmunohematology: Benefits of the Program
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The Brazilian External Quality Assessment
Program in Immunchematology (BEQAPI)
was introduced with the objective of eval-
uating the quality of diagnosis in immuno-
hematology. From 1992 to 2003,
proficiency tests for ABO grouping, Rh (D,
C, ¢, E, ), K phenotyping, direct antiglo-
bulin testing (DAT), antibody screening
(AS), and antibody identification (Al) were
performed. A total of 41 evaluations were
carried out in 223 institutions. Over the
period of 12 years, the program included
8,014 ABO typing, 8,000 RhD typing, 5,193
Rh typing (C, ¢, E, e), 5,101 K phenotyping,
7,939 AS, 4,533 Al, and 7,912 DATs.
Erroneous responses were classified as
clerical, technical, or undetermined. A sub-
stantial proportion of errcneous responses

due to clerical errors occurred in ABO
typing (76/76 errors), RhD typing (34/58
errors), and Rh phenotyping (50/73 errors).
Technical errors occurred predominantly
for weak D (91/95 errors), AS (252/301
errors), and Al (321/335 errors). Based on
these results, since 19986, participants have
received “Questions and Case Studies in
Immunohematology” as an incentive for
training and education. The results of the
present study show an improvement in the
performance of participants in the course of
the program. We found that a well-orga-
nized external proficiency program can
contribute to the improvement of quality
of testing in Immunchematology. J. Clin.
Lab-Anal. 19:209-218, 2005 © 2005
Wiley-Liss, Inc.

Key words: blood group serology; transfusion laboratory practice; proficiency tests;
external evaluations; ABO grouping; Rh and K phenotyping; antibody
screening and identification; technical and clerical errors

INTRODUCTION

Blood transfusion in Brazil is legislated by the Federal
Constitution, by laws and decrees and by the Brazilian
National System of Blood Components and Derivates—
SINASAN—implemented by the Ministry of Health,
and controlled through the National Agency of Sanitary
Vigilance (ANVISA). The pillars are noncommercializa-
tion and voluntary donation, practiced by public
services and complemented by private services. Related
with the complexity of services there are 2,079 services
distributed in different levels of complexity: Coordina-
tor’s Hemocenters (26), Regional Hemocenters (59),
Nucleus of Hemotherapy (287), Collection and Translu-
sion Units (178), Collection Units (10), and Transfusion
Agencies (1477) (1).

Brazil, like many other countries in the world, has
seen a dramatic reduction in the transmission of
infectious agents by blood transfusion. Both public
and private sectors substantially invested in the con-

© 2005 Wiley-Liss, Inc.

struction of new facilities and the introduction of new
tests for infectious agents. Recently, the Ministry of
Health of Brazil has mandated the introduction of NAT
for HCV and HIV, and implementation is expected in
the foreseeable future (2). However, less attention has
been paid to the area of immunohematology. In October

Abbreviations:  Al, antibody identification; AS, antibody screening;
BEQAPI, Brazilian External Quality Assessment Program In Im-
munohematology; DAT, direct antiglobulin testing; GEL-LISS, gel
low ionic strength solution antiglobulin test; GEL-PAP, gel papain;
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1997, the decree of the Brazilian National Program of
External Quality Control in Serology and Immunohe-
matology was published (3), determining public and
private blood transfusion services to participate in
external assessments. Therefore, in spite of the decree,
the Ministry of Health started the external evaluation in
immunohematology for public Coordinators and some
Regional Hemocenters only at year 2003, with obliga-
tory tenet. The Brazilian Society of Hematology and
Hemotherapy (SBHH), a Non-Governmental Organiza-
tion, initiated an External Quality Assessment Program
in Immunohematology in 1992, prior to the decree. The
intent was to assess the quality of blood group serology
and stimulate improvement of immunohematology
practices in Brazil. Participants in the program receive,
on a quarterly basis, two vials containing serum and two
vials containing suspensions of red blood cells for the
determination of ABO blood groups, phenotyping of
immunogenic and clinically significant antigens, Rh (D,
C, ¢, E, e) and K, antibody screening (AS), antibody
identification (AI), and direct antiglobulin testing
(DAT). In addition, since 1996, participants have
received “Questions and Case Studies in Immunohema-
tology” as an incentive for training and education.
Individual responses are confidential and only aggregate
data are reported. Participants receive certificates, from
“Quality” in basic tests to “Elite” in all tests for
successful completion of the program. This work
collates the Brazilian data obtained from proficiency
test results {rom 1992 to 2003. It further reviews trends
and discusses the role that different techniques may have
in terms of successful performance. Essentially, we have
observed great improvement in the performance
of blood group serology in Brazil over the course of
12 years.

MATERIALS AND METHODS

Brazilian External Quality Assessment Program
in Immunohematology

The Brazilian External Quality Assessment Program
in Immunohematology (BEQAPI) was initiated in June
1992. The basic tenets were voluntary participation,

confidentiality, and an impartial evaluation of labora-
tory procedures and test results. Participants were asked
to treat the proficiency specimens as routine samples.
There were 41 proficiency cycles between June 1992 and
December 2003,

Samples

For each cycle, participants received ready-to-use kits,
prepared by DiaMed AG (Switzerland), commercially
available, containing two vials with 5mL sera samples
and two vials with 5 mL of 5% red blood cells suspended
in modified low ionic strength solution (LISS).
As informed by the manufacturer, sera containing red
cell alloantibodies were diluted with ABO-compatible
sera to achieve the desired antibody titer. The manu-
facturer assumed responsibility for all quality control
including determination of stability and expiration
dates. A coordinating laboratory confirmed the manu-
facturer’s results.

Forms and Tests

Two report forms, one for each sample, were included
with each shipment. Participating laboratories were
asked to follow their standard operating procedures
and to carry out only the tests that were part of their
normal routine using the same staff, techniques, and
reagents. The different methods used for each test by the
participants are listed in Tables 1-7.

Practical Evaluations

Tests included ABO typing, Rh (D, C, ¢, E, e) and K
phenotyping, AS, Al, and DAT. The proficiency testing
samples never included A subgroups (A, or A;B),
although there is not a reason for that. We did not
include antigens other than K because the majority of
the laboratories do not have protocols for the extending
phenotyping in their routine.

Theory Evaluations

Since 1996, 56 “Questionnaires and/or Case Studies in
Immunohematology™ were sent to all participants in

TABLE 1. ABO grouping methods by the participants

ABO grouping

methods (%) 1992 1993 1994 1995 1996 1997
Tube 61.5 65.6 68.7 61.7 67.1 61.6
Gel 20.2 16.3 1743 20.9 20.9 253
Microplate 9.4 7.1 6.7 6.1 6.2 50
Slide 6.1 8.9 6.3 9.7 42 5.0
Tile 2.8 251 1.0 i 1.6 22

Year
1998 1999 2000 2001 2002 2003 Average
59.8 60.6 61.3 61.6 60.0 60.2 62.5
28.5 30.1 31.3 32.4 33.1 33.9 259
4.7 42 30 4.1 4.0 3.8 555
4.4 3.7 25 1.1 1.6 0.6 4.5
2.6 1.4 il 0.7 13 15 1.7
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TABLE 2. RhD grouping methods by the participants

Year
RhD grouping 5
methods (%) 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Average
Tube 61.1 65.7 677 61.7 66.9 60.0 9T 60.6 61.2 61.2 60.0 60.2 62.2
Gel 204 16.1 17.1 20.9 21.0 28.6 28.5 30.1 313 Vi) aiok o) 359 26.1
Microplate 6.2 8.9 7.6 9.7 4.1 4.5 4.4 3.7 25 11 1.6 3.8 4.8
Shide 915 7.1 6.7 6.1 6.2 4.8 4.7 4.2 3.9 4.1 4.0 0.6 5.2
Tile 2.8 2:1 1.0 157, 1.8 22 2.6 1.4 11 1.4 153 185 [.8

TABLE 3. Rh phenotyping methods used by the participants
Rh Year
phenotyping
methods (%) 1692 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Average
Tube 524 64.2 60.8 73.0 60.4 52.1 45.6 47.0 439 36.1 39.3 389 51.2
Gel 339 26.5 380 17.8 355 42.5 49.0 48.8 52.4 60.9 57.8 58.6 43.0
Microplate 9:3 093 6.0 6.5 4.0 3.0 1.8 2.7 2. 2:1 23 2.0 4.3
Slide 1.6 0.0 0.0 1.6 0.2 255 3.6 1.6 1.0 0.9 0.6 0.5 1.2
Tile 31 0.0 0.0 1.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3
TABLE 4. K phenotyping methods used by the participants

Year
K phenotyping =
methods (%) 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Average
Tube 54.8 64.2 60.6 63.3 59.8 51.1 45.0 45.2 43.5 34.8 38.6 38.4 49.9
Gel 33.9 26.5 315 30.4 35.6 42.7 49.7 50.5 52.8 62.1 58.5 58.2 4.4
Slide 1.6 0.0 0.0 1.1 0.6 3l 3.4 1.6 1.0 0.9 0.6 19 113
Microplate 9 9.3 5.9 44 4.0 3.1 1.8 247 2.4 2.2 29 1.5 4.1
Tile 0.0 0.0 2.0 0.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2

TABLE 5. DAT methods used by the participants

Year
DAT methods e
(%) 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Average
Tube 73.0 80.3 76.0 73.0 72.8 69.1 62.2 57.4 54.4 53.0 51.9 52.5 64.6
Gel 25.8 18.8 23.8 26.7 292 30.5 37.1 41.7 4.8 46.3 47.4 46.8 34.7
Microplate 1.2 0.9 0.3 0.4 0.0 0.4 0.7 0.9 0.8 0.7 0.8 0.7 0.6

order to encourage the continued training of working
team. A few days after each theoretical evaluation, from
the program coordinator, all participants receive the
correct answers and comments on their incorrect answers,

Errors Definition

Erroneous responses were classified as clerical, tech-
nical, or undetermined errors. Clerical errors corre-

sponded to an incorrect recording of a result when the
assay was properly performed, including mistakes of:
1) Transposition (mix-ups): participant recording cor-
rect result on the wrong report sheet (e.g., recording
results of sample 1 on the wrong reporting form
2 and vice versa) and 2) Transcription errors in which
the participant accomplished the test correctly,
but recorded results incorrectly on the correct reporting
sheet (e.g., the laboratory result was A RhD+ for
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TABLE 6. Antibody screening methods used by the participants

Antibody Year

Screening = : AT
methods (%) 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Average
Gel k4. Elsi6 [l D) TR e 267, kg7 om0 oM fagMd 32w s 24.8
PEG 55 7.8 8.3 8.1 1010 | 11813 1.6 11.4 L 1l 14.4 16.8 11.1

Gel Enz. 8.7 10.4 12.0 13.5 12.8 182 14.8 15.4 16.0 16.8 16.1 14.9 13.7
LISS 5.5 15.0 14.3 12.2 125 14.2 12.4 12.0 11.0 il 10.9 10.3 12.6
Albumin 44.3 40.1 Sionl 38.7 3306 27.0 20.7 17.6 16.5 12.4 152, 9.1 25.1
Saline 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 6.9 6.6 6.9 fis) 75 8.0 3.6
Tube Enz. 11.9 8.5 7.7 5.4 4.9 3.1 4.1 6.4 6.5 6.4 3.3 4.8 6.3

MP 0.9 12 17 2| 1.6 21 1.2 1.4 1.4 1.1 Il 2.0 1.6

MP Enz. 1.8 13 1.7 2.1 0.6 0.9 1.0 2 0.7 0.8 0.8 0.9 12,
sample 1, but on the reporting form 1 it was recorded as ~ determined, three kinds of certificates were issued

A RhD-—).

Technical Errors

Participant accomplished the test but did not achieve
the correct result (e.g., in the AS test, the serum sample
had two antibodies, but only one was identified).

Undetermined Errors

Errors that could not be assigned to either category
above were classified as due to “undetermined cause.”
Statistical Analysis

A confidence interval (CI) of 95% was applied to
assess whether differences in sensitivity were statistically
significant. When the intervals were rejected. the sensi-
tivities were statistically different. Since the interval of
confidence has been calculated as o« = 5%, when there
was a difference, the P value was 0.05.

Certificates

In order to motivate participation and to recognize

according to strict criteria: 1) Certificate of Quality in
basic tests: 100% of correct results in five consecutive
Proficiency Tests for ABO, RhD, AS, and DAT;
2) Certificate of Excellence in all tests: the same criteria
used to the Certificate of Quality plus 100% of correct
results for Rh (C, ¢, E, e) and K phenotyping and 80%
of correct results in Al in five consecutive Proficiency
Tests; 3) Certificate of Elite: the same criteria used to the
Certificate of Excellence plus 80% of correct results in
theoretical evaluations as “Questions and Case Studies
in Immunchematology.”

RESULTS
Program Participation

A total of 223 institutions from all regions ol Brazil
participated in the program during the period of this
study (109 public and 114 private institutions), some
enrolling and others dropping out at different times. The
number increased steadily from 49 in 1992 to 158 in
2003, as shown in Fig. 1. The number of institutions that
participated for different intervals in the survey is shown
in Table 8. Average participation was 17.9 evaluations

the institutions which have achieved the standards per participant. Over the period of 12 years, the
TABLE 7. Antibody identification methods used by the participants
Antibody Year
Identification - R T
methods (%) 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Average
Gel 16.1 19.9 282 28.2 25T 274 32.1 304 34.6 35.6 36.1 36.5 28.8
Gel Enz. 18.8 14.3 16.1 20.4 23.2 222 236 23.6 2248 24.1 23.8 25:2 215
PEG 5.4 8.3 94 9.8 10.9 13.9 11.6 11.6 124 13.2 15.3 155 11.6
Albumin 321 31.6 32.9 27.8 28.7 23.2 17.9 l16.2 14.2 10.2 9.7 0.9 21 kL)
Saline 0 0 0 0 0 0 4.6 5.4 5.1 5.8 6.0 6.4 2.8
LISS 10.7 11.6 7.8 6.7 Tl 8.8 7.6 73 7.6 6.5 6.7 49 7.8
Tube Enz. 12.9 11.3 8.7 49 39 4.1 2.6 ol 34 4.5 2.1 2 5.3
MP 153 1.5 0.6 1.1 0.3 0.3 0 0.4 0.4 0.1 0.3 0.4 0.6
MP Enz. 2.7 1.5 (s 1.1 02 0.1 0 0 0 0 0 0 0.6




180 4
160 -
140 -
120 -
100 A
80 1
60 -

number of particioants

40 -
20

0,

1992 | 1993 | 1994

Brazilian Assessment in Inmunohematology 213

& Public 35 43 a4

@ Private 14 19 22

49 62 66

= Total

Fig. 1. Yearly number of participating institutions in the BEQAPI.

TABLE 8. Number of institutions that participated in different intervals of surveys
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program included 8,014 ABO typing tests (it should be
noted that the kit supplier never sent subtypes of Group
A, and consequently the participants were never asked
to determine A subgroups A, or A-,B), 8,000 RhD
typing tests, 5,193 Rh (C, c. E, ¢), 5,101 K phenotyping
tests, 7,939 AS tests, 4,533 Al tests, and 7,912 DATSs.

ABO Typing

Results are described in Fig. 2. Of 8,014 tests
performed, 7,938 (99%) were correct results. There were
76 (0.9%) erroncous results for ABO typing; all of them
were classified as clerical errors. Of these 76 clerical
erroneous results 51 (67.1%) erroneous reports were

classified as transposition errors and 25 (32.9%) were
classified as transcription errors. No technical errors
were recorded.

A total of 37 institutions provided all the 76 errors
found in ABO tests: 31 presented errors in only one
evaluation (52 errors) and six participants were respon-
sible for repeated errors.

RhD Typing

Of 7,376 tests performed, 7,318 (99.2%) were correct
results (Fig. 2). Of the 58 (0.8%) RhD typing errors, 34
(58.6%) were classified as clerical errors, 17 (29.3%)
were of undetermined cause, and 7 (12.1%) were due to
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Fig. 2.

Yearly percentage of correct results for ABO, RhD, and weak D typing tests.
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technical errors. Of these 34 clerical errors, 24 (70.6%)
were transposition and 10 (29.4%) were due to
transcription of results.

Weak D Typing

Of 624 tests performed, 529 (84.8%) were correct
results (Fig. 2). Of the 95 (15.2%) incorrect results 91
(95.8%) were classified as technical errors, three (3.2%)
as undetermined cause, and one (1%) was autoclassified
as clerical (transposition).

Rh Phenotyping

Of 5,193 tests performed, 5,020 (96.7%) were correct
results (Fig. 3). Of the 173 (3.3%) incorrect results, 50
(28.9%) Rh phenotyping errors resulted from clerical
errors, 114 (65.9%) were classified as undetermined
cause and nine (5.2%) were autoclassified as technical
errors. Of these 50 classified as clerical errors 37 (74%)
were transcription and 13 (26%) were transposition.

In order for results to be considered as correct, parti-
cipants were obliged to identify correctly each of the four
Rh antigens: C, ¢, E and e. Partial results (for example
three antigens phenotyped) were not considered.

K Phenotyping

Of 5,101 tests performed, 5,032 (98.6%) provided
correct results (Fig. 3). Of the 69 (1.4%) K phenotyping
errors, five (7.3%) were classified as clerical, 62 (89.8%)
as undetermined cause, and two (2.9%) were autoclas-
sified as technical errors. Of the five classified as clerical
errors, two (40%) were transposition and three (60%)
were transcription.

Direct Antiglobulin Test (DAT)

Of 7,912 tests performed, 7,858 (99.3%) were correct
results (Fig. 4). Of the 54 DAT errors (0.7%), 28 (51.9%)

Percentage of correct results

3%

were classified as technical, 25 (46.3%) as undetermined,
and one (1.9%) as clerical (transcription).

Antibody Screening

Of 7,939 tests performed, 7,638 (96.2%) provided
correct results (Fig. 4). Of the 301 (3.8%) antibody
screening errors, 252 (83.7%) were due to technical
errors, 28 (9.3%) were classified as undetermined cause,
and 21 (7%) were clerical errors. Of these 21 classified as
clerical errors, 14 (67%) were transposition and seven
(33%) were transcription; and the majority of technical
errors were related to the assay sensitivity or to the
incorrect handling of the technique.

As shown in Fig. 5 the use of a single technique was
predominant (54.9%) when compared with the use of a
combination of techniques. We observed a decrease in
the percentage of errors in the AS and also a trend
toward abandoning the use of the albumin test in favor
of the gel test, PEG-AGT, and LISS-AGT. We also
observed an improvement in the LISS-AGT tube
technique during the 12-year period (Figs. 6 and 7).

Antibody Identification

Of 4,533 tests performed, 4,198 (92.6%) provided
correct results. Of the 335 (7.4%) Al errors, 321 (95.8%)
were due to technical reasons and 14 (4.2%) were
classified as clerical; 12 (85.7%) were transposition and
two (14.3%), were transcription.

As shown in Figure 7, the use of a single tech-
nique (43.5%) and double technique (39.9%) were
predominant.

Figure 8 suggests that the enzyme-gel (GEL-PAP)
was more sensitive for identifying the majority of
antibodies and that single Rh antibodies or other single
antibodies (non-Rh) are more readily identified than the
simultaneous presence of Rh with other antibodies,
regardless of the technique used. These differences were

1992 1993 1994 1995 1996 1997

1998 1999 2000 2001 2002 2003 A":‘g;"’e

‘—. - Rh:%(n)| 96.7 (92) | 94.1(118) | 96.4 (167) | 97.2 (211) | 95.1 (445) [ 97.2 (459)

96,6 (503) | 97.5 (563) | 95.9 (641) | 95.4 (524) | 95.9 (709) | 88.5 (747) [96.7 (5193)

|—m—1i¢:%(n) | 98.9(93) | 88.3 (118) | 96.5 (171) | 100 (217) | 991 (448) | 99.8 (467)

99.0 (491) | 98.5 (540) | 88.7 (630) | 98.2 (508) | 97.6 (695) | 98.6 (733) [98.6 (5101)

Fig. 3.

Yearly percentage of correct results for Rh (C, ¢, E, ¢) and K phenotyping tests.
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Fig. 4.  Yearly percentage of correct results for AS and DAT among

statistically significant (P>0.05 for enzyme tube;
P = 0.05 for LISS-AGT tube and P = 0.01 for the other
techniques). However, there was no significant differ-
ence between the rate of identification of single Rh
antibodies and that for other single antibodies (P> 0.05).

Albumin was the worst technique used for the
identification of single Rh antibodies (P =0.05 for
enzyme tube and P = 0.01 for other techniques). It was
also the worst technique for the identification of Rh
antibodies in combination with other antibodies
(P=0.05 for enzyme tube and PEG-AGT and
P =10.01 for the other techniques). When used for the
identification of other single antibodies, albumin was
comparable with enzyme and LISS-AGT tube techni-
ques (P>0.05) but worse than the other techniques
(P =0.01). Mixtures of two antibodies were more
difficult to identify than single antibodies (P =0.01),
and the data suggest that a mixture of two antibodies
was more difficult to identify than a mixture of three

70

60

BEQAPI participants.

antibodies in the sample (P =0.01). There was no
statistical significance between the rate of identification
of single antibodies when compared with a mixture of
three antibodies (P> 0.05).

Theoretical Evaluations as Questions and Case
Studies in Inmunohematology

The average number of participants that answered the
Questions and Case Studies in Immunohematology was
68.0% from 1996 to 2003. Among the participants who
answered the Questions and Cases, 46.7% sent correct
answers for at least 80% of the questionnaires.

DISCUSSION

External quality assessment programs provide the
means for laboratories to compare their proficiency with
those of their peers, to monitor trends in overall
performance, and the opportunity to examine the
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Fig. 5.

Yearly distribution of single and combinations of techniques used in antibody screening.
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relationship between different techniques and successful
outcomes, aiding laboratories to set acceptable stan-
dards. The results of the present study show a steady
improvement in the performance of participants over
the course of 12 years of the BEQAPI, sponsored by the
Brazilian Society of Hematology and Hemotherapy. We
attribute part of these improvements to the stimulus
provided by the program. Some of the improvements
are probably due to the introduction of new and more
rigorous Brazilian guidelines and new assays such as the
gel test (4).

A substantial proportion of erroncous responses
occurred due to clerical errors in ABO typing (76/76
errors), RhD typing (34/58 errors), and in Rh phenotyp-
ing (50/73 errors), and were observed during the entire
12-year period. These repeatedly observed errors pro-
vide evidence of the nonobservance of rules and that the

Yearly distribution of more used techniques in antibody screening.

participants did not analyze their own results and did
not read remarks written by the coordinators of the
program. Clerical errors constitute the major cause of
fatalities in blood transfusion (5,6). In the United States,
such errors account for between 1;100,000-600,000 (5,7)
and 1:2,000,000 fatal hemolytic transfusion reactions.
Currently, these rates exceed the rates of transmission of
all viral infections by transfusion (8).

Technical errors occurred predominantly for weak D
(91/95 errors), antibody screening (252/301 errors), and
antibody identification (321/335 errors). The sensitivity
of detecting weak D depends on the anti-D reagent and
on the exact conditions of the methods. As the national
guidelines require detection of weak D in all donors that
are apparently RhD-, this emphasizes the necessity to
control the quality of reagents and differences in
sensitivity of techniques in use, to observe standard

50,0%
40,0% -

30,0% -

20,0%

10,0%

FanY

0,0%

A

1992|1993 1994|1995

A -

1997|1998 | 1999|2000/ 2001|2002 Ao

1996 age

2003

—&— All single technique | 16,4 | 36,4 | 47,2 | 45,9

47,5|45,3 |45,7 45,0 44,8 |44,5|40,9(42,6 | 43,5

—il— All double techniques| 41,8 | 25,8 | 34,1 | 36,3

38,1 38,2 |40,9| 37,8 |41,5(38,7 | 43,0|43,8 39,9

—8— All four techniques 16,4 (19,7 |14,2 | 15,1

9,7%|( 11,8 7,6% 10,4 [ 10,2 |7,4% |9,6% (9,4%| 10,4

—&— All triple techniques |10,9|10,6 |2,8%(2,7%

3,7%

4,4%|4,9% (4,4% |1,0% |6,8% |4,7%|3,0% |4,2%

—O©— More than four tech. | 14,5|7,6%1,7%|0,0%

1,0%(0,2%| 1,8%|2,3% |2,5% |2,6% |1,8%|1,2% (2,0%

Fig. 7.

Yearly distribution of single and combinations of techniques used in antibody identification among participants of BEQAPL.
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procedures and the variability in proficiency. In Brazil,
the AGT is still required for RhD typing of RhD-
donors, in order to preserve RhD-resources. Weak D
phenotypes have to be recognized, especially in blood
donors because their red blood cells may immunize a
RhD- patient. A typing method with a high sensitivity,
such as the AGT in combination with blend or
polyclonal anti-D, is being recommended as part of
the benefits of the program.

The deficiency in detecting irregular antibodies was
related to the sensitivity of the technique used. The use
of a single technique and less sensitive technique, such as
albumin, contributed to the high percentage of error
rate found in the AS test. Improvements were observed
when there was an increased use ol new techniques such
as GEL-LISS, GEL-PAP, and PEG-AGT and a
decrease in the use of LISS-AGT tube and albumin
tube tests. In Brazil, the frequency of clinically
significant red cell alloantibodies, capable of binding
to red cells in vive with the possibility of causing
accelerated destruction of red cells are 4.97% in
patients; 2.43% in pregnant women and 0.13% in blood
donors (9). Considering these data and the mistakes
in AS that occurred in this report, it is possible that
1/6,670 patients with antibodies could experience
an avoidable hemolytic transfusion reaction. This ratio
is remarkably similar to the 1/6,715 reported between
1993 through 1998 at the Mayo Clinic in Rochester,
MN (10).

It is important to emphasize that no single technique
will detect all clinically significant antibodies (9,11.12).
Interestingly, regardless of technique, survey partici-
pants had difficulties in identifying combined Rh
antibodies, for instance anti-c with anti-E, because
anti-c often masks the presence of anti-E. Anti-c with
anti-K also proved problematic, with anti-c masking
antibodies anti-K. Although a patient with anti-c will

Percentage of correct results for antibody identification by technique among participants of BEQAPL

receive a R R blood unit and the clinical significance of
detecting the anti-E could be questioned, we observed
that participants had problems identifying an antibody
directed against a low frequency antigen in the presence
of antibodies against higher frequency antigens. As a
benefit of the program, we alerted by phone call or letter
the participants that made mistakes in the practical test.
Moreover through the theoretical evaluations the
program can be benefic commenting errors, stimulating
corrective actions and also training the participants to
better identify antibody associations, sending case
studies with mixtures of such antibodies.

The data obtained in the current study may not be
representative of routine clinical practice for several
reasons. First of all, the proficiency specimens for
antibody identification were dilutions of sera containing
high titers of antibodies, which are different [rom
nondiluted specimens with low antibody titers. Sec-
ondly, while laboratories are instructed to handle
exercise materials in the same manner as routine clinical
samples, this may not occur because the samples and
forms are different from those in routine use (13). On
several occasions, we had difficulty determining whether
the errors were due to technical reasons or to errors
involving transposition or Inaccurate transcription
of results. Despite these limitations, this study
provides an approach for monitoring trends and
identification of participants that use less than optimal
procedures (14). ¥

Pretransfusion test protocols have evolved to prevent
hemolytic transfusion reactions and new techniques can
help to guarantee the safety of transfusion in the large
majority of patients. However, despite technologist
training. Immunchematology tests are often conducted
in a repetitive but intermittent fashion. We found that a
well-organized external proficiency program can con-
tribute to the improvement of quality of testing in
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immunohematology. This consequently reduces the
potential risk of hemolytic reactions and enhances the
quality of patient care.

An external assessment in laboratory performance
can help participants to detect potential problems
and, when associated with educational activities, can
help participants learn to address and resolve problems
in immunohematology, thus reducing the risks to
patients.
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CONCLUSAO



De acordo com os objetivos propostos e considerando os resultados desta

avaliagcao pudemos concluir que:

¢ Os resultados do presente trabalho demonstram que houve uma melhoria
na performance dos participantes ao longo dos 12 anos de participacédo no

programa;

¢ Ocorreu um numero elevado de erros clericais na determinacao do grupo
sanguineo ABO (76/76 erros), classificacdo RhD (34/58 erros) e na
fenotipagem Rh (50/73 erros);

¢ Erros técnicos ocorreram predominantemente na determinacdo do
antigeno RhD fraco (91/95 erros), na pesquisa de anticorpos irregulares
(252/301 erros) e na identificacdo de anticorpos (321/335 erros);

¢ Os erros técnicos ocorreram predominantemente em funcdo da

sensibilidade das técnicas e dos reagentes utilizados;

+ Foi identificado que os participantes apresentam uma grande dificuldade na

identificacdo de multiplos anticorpos;

¢ A deteccao dos erros utilizando amostras especiais foi importante para
propor melhoria técnica com reavaliacao dos protocolos, bem como, acoes

corretivas visando a melhoria da qualidade;

+ As avaliactes tedricas como incentivo a educagao continuada, auxiliam na
diminuicdo dos erros, estimulam o treinamento dos participantes e o

trabalho em equipe;

¢ A participacdo em um programa de controle de qualidade externo bem
organizado mostrou ser fundamental na melhoria da qualidade dos testes
em imunohematologia, reduzindo a frequéncia dos erros e no potencial
risco de reacbes hemoliticas, garantido uma melhoria na qualidade

transfusional.

Conclusdo
42
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Apéndice 01: Ficha de Respostas das Avaliagdes Praticas

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM IMUNOHEMATOLOGIA

Avaliacdo : 423 Avaliacdo - Setembro de 2003 - Amostra 1

Participante : Entregar até : 28/10/2003
ABO Método(s) Utilizado(s) RhD Método(s) Utilizado(s)
CaA CB I Tubes ™ Laminas " Positivo ™ Tubos ™ Laminas
Cas Co [ Placas I Microplacas c Negativo [~ Placas I Microplacas
™ Gel Teste [ Outros [~ Gel Teste | Outros l
Fendtipos Rh Método(s) Utilizado(s) Fendtipo K Método(s) Utilizado(s)
5 = E . [ Tubos [ Laminas K ™ Tubos [ Laminas
R N I R I Placas I Microplacas T [~ Placas [ Microplacas
G = = = = ¢ =
[ Gel Teste I Outrosi [~ Gel Teste [ 0utms|

Pesquisa de Anticorpos Irregulares (P.A.1.)

" positiva  Negativa

Método(s) Utilizado(s)

Coombs Enzimatico
™ Albuminoso - Tubo I Salino - Tubo ™ Tubo [ Gel Teste
[ BFI - Tubos [ PEG (Palietilencglicol) ™ Microplacas | Outros |
™ BFI - Gel Teste ™ BFI - Microplacas

Identificacdo de Anticorpos Irregulares (I.A.L.)

Rh Kell Duffy Kidd Lewis P Lutheran MNS
ol c Mk @Mk ™ pya I ke [ Le® [ p1 C L MmN
e [T ew I kpe [ kpb ™ Fyb [~ kb [ Leb C b IF s il s
el e [Misa T b
Méetodo(s) Utlizado(s)
Coombs Enzimatico
[ Albuminoso - Tubo ™ salino - Tubo [ Tubo-Enz. I Gel - Enz.
I Lss-Tubo I~ PEG " Mcp - Enz. | Outros
[ LSS - Gel I LISS - Mcp
Coombs Direto Método(s) Utilizado(s)
" Positivo ™ Tubo [ Gel Teste
C Negativo ™ microplacas [ outros |
[Observacides:

NSTRUCOES PRA PREENCHIMENTO DAS RESPOSTAS QUE FOREM ENVIADAS VIA CORREIO:

Preencha ou marque com X os espacos correspondentes 3s suas respostas; ndo esqueca de marcar o(s) método(s)
utilizado(s) em cada teste realizado; este um dado importante para nossos estudos estatisticos; se realizar o
fenétipos Rh e K ndo deixe em branco os espacos correspondentes aos resultados dos fenétipos que forem
considerados negativos, marque o resultado completo; resultados parciais serdo considerados como incorretos.

[Confira cuidad te os lang os dos resultados para evitar erros de transcricio, esta é uma das principais)
de erros nas avaliacdes.

422 Avaliacdo: Kit Lote n® 45530612 - Vencimento do Kit = 27/10/2003.

Data limite para envio dos resultados da 422 Avaliacdo - Setembro de 2003:
- Respostas enviadas através da [Internet]: [03/11/2003]
- Respostas enviadas através do correio:

Comentarios/Sugestoes:
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Apéndice 01: Ficha de Respostas das Avaliagdes Praticas

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM IMUNOHEMATOLOGIA

Avaliacao : 422 Avaliacdo - Setembro de 2003 - Amostra 2

Participante : Entregar até : 28/10/2003
ABO Método(s) Utilizade(s) RhD Método(s) Utilizado(s)

Ca CB ™ Tubos [ Laminas € Positivo ™ Tubos ™ Laminas
CaB CoO [ Placas [ Microplacas " Negativo [ Placas [ microplacas

I Gel Teste [ Outrosl I Gel Teste [ 0utrosl

Fenétipos Rh Método(s) Utilizado(s) Fenédtipo K Método(s) Utilizado(s)
€ < E = [ Tubos [ Laminas R [ Tubos [ Laminas
i S bl ™ Placas [ Microplacas s [ Piacas [ Microplacas
i e = | GELE
[” Gel Teste | Outros r_—— [ Gel Teste I outros r———

Pesquisa de Anticorpos Irregulares (P.A.L)

 positiva C Negativa

Métado(s) Utilizado(s)

Coombs Enzimatico
[ Albuminoso - Tubo [ Salino - Tubo ™ Tubo [~ Gel Teste
™ BFI - Tubos [ PEG (Potietilenoglicol) I~ Microplacas [ outros |
[ BFI - Gel Teste [ BFI - Microplacas
Identificacio de Anticorpos Irregulares (I.A.L.)
Rh Kell Duffy Kidd Lewis P Lutheran MNS
IN'nTl c Mk Mk f_Fyﬂ |_]ka fma M p1 (‘Lua MmN
Me I ew ™ kp2 I—Kpb [ Fyb [ kb [ et C pub s s
e lMe I 368 T 3sb
Método(s) Utilizado(s)
Coombs Enzimatico
™ Albuminoso - Tube [ Salino - Tubo [ Tubo-Enz. I Gel - Enz.
I L1ss-Tubo I pPEG ™ Mcp-Enz. [ outres|
™ Liss - Gel [ uss - Mep
Coombs Direto Método(s) Utilizado(s)
C positivo ™ Tubo ™ Gel Teste
" Negativo ™ Microplacas [~ Outros l————

[Observacgoes:
INSTRUCOES PRA PREENCHIMENTO DAS RESPOSTAS QUE FOREM ENVIADAS VIA CORREIO:

- Preencha ou marque com X os espacos correspondentes as suas respostas; ndo esqueca de marcar o(s) método(s) utilizado(s) em
cada teste realizado; este um dado importante para nossos estudos estatisticos; se realizar os fendtipos Rh e K ndo deixem em
branco os espagos correspondentes aos resultados dos fendtipos que forem considerados negativos, marque o resultado completo;
resultados parciais serdo considerados como incorretos.

Confira cuidadosamente os lancamentos dos resultados para evitar erros de transcricio, esta é uma das principais
de erros nas avaliacoes.

(2@ Avaliacdo: Kit Lote n® 45530612 - Vencimento do Kit = 27/10/2003.

I Data limite para envio dos resultados da 422 Avaliacio - Setembro de 2003:
- Respostas enviadas através da : FSBIl 1/2003

- Respostas enviadas através do correio:

5 dias antes

"8
=3

os/Sugestdes:
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Apéndice 02: Formuldrio das Avaliagoes Teodricas.

HEMOTERAPIA

IMUNOHEMATOLOGIA

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E

DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM

A8
&
S

é

0

Médicy
il

v,_’)
7 \ 3
!'\( |

NI

QUESTOES DE | MUNOHEMATOLOGI A NOVEMBRO 2003

Datas limite para envio das respostas: 31/ 12/ 2003 = via correio ou |05/ 01/ 2004 |= via | nternet|

Participa

Por favor, ndo esqueca de anotar o n® do seu cédigo

Caso N2 1: V.T., 50 anos, sexo masculino, foi admitido no hospital para cirurgia

eletiva, apds acidente de carro. Esteve internado em outro hospital 4 semanas antes devido ao

acidente. Foi solicitada reserva de 2 unidades de concentrado de hemécias para cirurgia.

O Servico de Hemoterapia do hospital realizou os testes, obtendo os seguintes

resultados:

Classificacdao Direta com anti-

Classificacao Rever. com hemacias:

PAlI AGH com hemacias

A

B D

A

1 2

3

+, campo misto -

+++

+

++++

Os testes foram repetidos e os resultados confirmados. O Servico de Hemoterapia

contactou o hospital no qual o paciente esteve anteriormente internado logo apds o acidente e

os testes prétransfusionais foram idénticos. No primeiro hospital o paciente foi transfundido

com 4 unidades de concentrado de hemécias O RhD positivo (um més antes da atual

internacéo).

Resultados de outros testes realizados:

Inclusao do antisoro anti-A,B e téchicas com preaquecimento:

ABO
Anti-A Anti-B | Anti-A,B Hemacias A; | Hemacias B
+, campo misto - ++, campo misto - ++++
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Apéndice 02: Formuldrio das Avaliagées Teoricas(cont.)

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E
HEMOTERAPIA
DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM
IMUNOHEMATOLOGIA

0
e
=
S

Médicy
45
o .

'\l‘_’)

- ©
( -~
\.'\ A | _.'_
a¥ila

que os resultados sugerem?

Pergunta 1: Quais os problemas encontrados na classificacao ABO / RhD e o

para esclarecer a discrepancia ABO?

Pergunta 2: Quais investigacoes e testes adicionais deveriam ser realizados

Pergunta 3: Qual

sangue deveria ser
solicitadas?

Caso N2 2: R.M., 89 anos, sexo masculino foi admitido do setor de emergéncia com
fratura de bacia que necessitava de corregdo cirlrgica. Nao tinha histéria transfusional
anterior, nenhuma outra patologia subjacente

solicitada reserva de 2 unidades de concentrado de hemaécias.

seguintes resultados:

Classificacao Direta com anti-
A B

Classificacao Rever. com hemacias:
D A,
++++ +++ -

e usava medicagdo anti-hipertensiva.

Foi
O Servigo de Hemoterapia do hospital realizou os testes prétransfusionais, obtendo os

PAlI AGH com hemacias
1

3

Apéndice
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Apéndice 02: Formuldrio das Avaliagées Teoricas(cont.)

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E go Médica 5
5 (9’ 5} .r,‘_"
# % HEMOTERAPIA Ny N
£l : DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB R
Y, & PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM ! -/
Fet IMUNOHEMATOLOGIA VAN

Pergunta 1: Quais os testes adicionais para esclarecimento deveriam ser

realizados na amostra?

Foi realizada nova classificacdo reversa com leituras imediata e ap6s 15’ apos incubagao

a temperatura ambiente (TA), utilizando-se 4 gotas de plasma do paciente e 1 gota das
suspensoes hemacias, cujos resultados foram:

ABO
Temperaturas | leituras | Anti-A | Anti-B | Hemacias A; | Hemacias B
Ambiente imediata - ++++ - -
Ambiente Apés 15’ - ++++ + -

Pergunta 2: Considerando-se os resultados acima (leitura imediata e apos 15’
de incubacao a TA) ¢é possivel definir o grupo ABO do paciente?

Qual é o grupo?

Foi realizada nova classificagdo reversa com leituras imediata po6s centrifugagdo e 15’

apos incubacdo a 4 °C, utilizando-se 2_gotas de plasma do paciente e 1 gota das

suspensoées hemadcias, cujos resultados foram:

ABO
Temperaturas | leituras | Anti-A | Anti-B | Hemacias A; | Hemacias B
Ambiente imediata - ++++ - -
4°C Apos 15’ - ++++ ++ -
Apéndice
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Apéndice

02: Formulario das Avaliagées Teédricas(cont.)

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E

HEMOTERAPIA
DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM

IMUNOHEMATOLOGIA

20

o

$* @“\r! %
< /4 %
. (' d - ; =
\ )

- /[
eVl

Médicy
il

Controle ABO com hemacias O:

Temperaturas

1

2

Ambiente

3 | Autocontrole

4°C/ 15

Pergunta 3: Considerando-se os resultados acima (leitura imediata e apos 15’

de incubacao a 4 2C) é possivel definir o grupo ABO do paciente?

Qual é o grupo?

Pergunta 4: Nas classificacoes reversas, qual é a intensidade minima para a
reacao ser considerada positiva?

Pergunta 5: Quando uma classificacdao reversa permanece inconclusiva, apos

procedimentos de rotina e de intensificacao de reacoes:

a) qual teste deveremos fazer para completar o estudo?

b) como ndo devemos usar o soro ou plasma discrepante para provas cruzadas,

qual teste adicional tem que ser sempre realizada quando sangue for

solicitado?
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Apéndice 02: Formuldrio das Avaliagées Teoricas(cont.)

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E goMédica
& HEMOTERAPIA Ny N
3 DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB N4 o \B
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM «'\; #.
IMUNOHEMATOLOGIA VAN

Pergunta 6: De acordo com a literatura, em adultos o que causa maior

variacao dos titulos de anticorpos ABO: variacao individual ou

relacionada com a idade?

Pergunta 7: De acordo com a literatura em qual faixa etaria os anticorpos
anti-A e anti-B alcancam os niveis de uma pessoa adulta? Qual é

a classe de imunoglobulina nos anticorpos ABO que prevalece em

adultos (IgM?, 1 gG? ambos?)?

Q Visite nosso site: htip://www.imunohematologia.com.br/
Controle d6 Guclidade Rua dos Otoni, 296 sala 202 — Belo Horizonte - MG
CEP 30.150-270
Apéndice
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Apéndice 03: Formulario de Respostas das Avaliagées Teoricas

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E

HEMOTERAPIA

DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM

IMUNOHEMATOLOGIA

RESPOSTAS DA QUESTOES DE | MUNOHEMATOLOGI A NOVEMBRO 2003
Datas limite para envio das respostas foram:

31/ 12/ 2003 = para respostas enviadas via correio

[05/ 01/ 2004 |= para respostas enviadas via

Data da Apuracao: 19/ 01/ 2004
Enviamos 158 Questionarios:

108 participantes enviaram respostas = 68%
01/ 108 enviou respostas apos a data limite = 1%
(deve melhorar o CQl / resultados nao serao considerados para certificacao)

77/ 108 participantes igual ou maior que 80% de acertos = 71 %

4 / 108 participantes com 100% de acertos = 4%

Nota média = 7,7 — Menores notas = 4,0 (1 participante) e 4,5 (1 participante).

V.T., 50 anos, sexo masculino, foi admitido no hospital para cirurgia

eletiva, ap6s acidente de carro. Esteve internado em outro hospital 4 semanas antes devido ao

acidente. Foi solicitada reserva de 2 unidades de concentrado de hemé@cias para cirurgia.

O Servico de Hemoterapia do hospital realizou os testes, obtendo os seguintes resultados:

Classificacao Direta com anti-

Classificacdo Rever. com hemacias:

PAlI AGH com hemacias

A

D

A

1

2

3

+, campo misto

+++

+

++++

Os testes foram repetidos e os resultados confirmados. O Servico de Hemoterapia

contatou o hospital no qual o paciente esteve anteriormente internado logo apds o acidente e

os testes pré-transfusionais foram idénticos. No primeiro hospital o paciente foi transfundido

com 4 unidades de concentrado de hemacias O RhD positivo (um més antes da atual

internacao).




Apéndice 03: Formuldrio de Respostas das Avaliagées Tedricas (cont.)

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E

HEMOTERAPIA

3 DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB '
& PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM

IMUNOHEMATOLOGIA

Médig,
il

& "'1',)
Ly Y
( ] -
\'\, @)
N/ \'\ﬁ

Resultados de outros testes realizados:

Incluséo do antisoro anti-A,B e técnicas com preaquecimento:

ABO
Anti-A Anti-B | Anti-A,B Hemacias A; | Hemacias B
+, campo misto - ++, campo misto - ++++

Pergunta 1: Quais os problemas encontrados na classificacao ABO/ RhD e o

que os resultados sugerem?

A classificacdo ABO mostra 2 problemas:

antigeno correspondente e outra sem.

a) na classificacao direta: reacdo fraca e também em campo misto com

reativo anti-A. Como na classificagao direta a maioria das reagées em adultos sdo de 3+ ou
4+, as reacgdes mais fracas sugerem subgrupos de A, por exemplo A; ou mais fraco. Reag¢des
de campo misto sdo associadas com A; e também com outras causas como, por exemplo,

transfusdes. No caso de transfusdes, 2 populacdes de hemacias estdo presentes, uma com o

b) na classificacao reversa: reacdo de 1+ com células A;. Na classificagdo

(+) desapareceu com o preaquecimento é provavel que tratava-se de anti-A; frio.

reversa em adultos sem problemas de imunidade (por exemplo a ou hipogamaglobulinemia),
anti-A e anti-B tipicamente reagem com 3+ ou 4+. Anticorpos inesperados como anti-A; e
outros anticorpos que reagem a frio (anti-Le?, -M, -N, -P; e auto anti-l1) podem reagir de 1+

a 4+ dependendo de sua poténcia. No caso apresentado, como a reagdo com hemacias A;

Pergunta 2: Quais investigacoes e testes adicionais deveriam ser realizados

para esclarecer a discrepancia ABO?
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Apéndice 03: Formuldrio de Respostas das Avaliages Tedricas (cont.)

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E g0 Médica 5
K3 {0 @ .,
F i HEMOTERAPIA Ny N
i : DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIADA AMB | = (& 1™ ~
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM \ &)
IMUNOHEMATOLOGIA VAN

A primeira providéncia para resolver uma discrepancia ABO é a confirmagédo se o teste
foi realizado corretamente. Deve-se checar os dados pessoais do paciente, a requisicao da
transfusdo e os dados do paciente anotados na etiqueta de identificacdo da amostra. Se
todos os dados estiverem corretos, deve-se repetir todos os testes, usando-se nova
suspensao celular. Esta etapa é normalmente omitida, mas é essencial para assegurar que
os procedimentos técnicos foram corretos, antes de iniciar as investigacbes de causas

clinicas para esclarecer a discrepéncia.

Para esclarecimento da presenca do possivel anti-A;: para confirmar a hipétese de anti-

A; e excluir a presenca de outros anticorpos inesperados como anti-M e anti-l, testar o
plasma (ou soro) da amostra a temperatura ambiente com suspensoées de células Ay, Ay, O e

autocontrole.

Para determinar a temperatura de reacido do anticorpo: lavar as hemacias e repetir os

testes com preaquecimento das amostras.

Para determinar se o paciente é subgrupo de A: testar hemécias do paciente com

lectina Dolichos biflorus (anti-Ay).

Pergunta 3: Qual o grupo sanguineo deveria ser cruzado para as transfusoes

solicitadas?

O paciente parece ser subgrupo de A e é RhD positivo. O subgrupo esta indefinido mas
as células do paciente reagem com 1+ com anti-A e 2+ com anti-A,B, além de ter anti-A;,

que ndo reage a 37 °C.

Nessas situacdes pode-se cruzar sangue de doador grupo A RhD positivo com métodos
realizados a 37 °C e até fase de antiglobulina humana. As unidades compativeis podem ser

transfundidas.
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Alternativamente, o procedimento conservador e seguro seria cruzar sangue O que

tenha sido retestado para ABO.

Caso N2 2: R.M., 89 anos, sexo masculino foi admitido do setor de emergéncia com
fratura de bacia que necessitava de correcdo cirdrgica. Nao tinha histéria transfusional
anterior, nenhuma outra patologia subjacente e usava medicagdo anti-hipertensiva. Foi

solicitada reserva de 2 unidades de concentrado de hem4écias.

O Servigo de Hemoterapia do hospital realizou os testes prétransfusionais, obtendo os

seguintes resultados:

Classificacdo Direta com anti- | Classificacdo Rever. com hemacias: | PAl AGH com hemacias

A B D A, B 1 2 3

- ++++ +++ - - - - -

Pergunta 1: Quais os testes adicionais deveriam ser realizados na amostra

para esclarecimento?

A primeira etapa para se resolver uma discrepancia é a confirmagao se o teste foi
realizado corretamente. Deve-se checar os dados do paciente, a solicitacdo da transfusao e
os dados do paciente na etiqueta de identificagdo da amostra. Se todos os dados estiverem
corretos, deve-se repetir todos os testes, usando-se nova suspensao celular. Esta etapa é
normalmente omitida,mas é essencial para assegurar que os procedimentos técnicos foram

corretos, antes de iniciar as investigacdes de causas clinicas para esclarecer a discrepancia.

No caso apresentado a discrepancia deve-se a auséncia de reagdo com hemacias na

classificacédo reversa.
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A etapa seguinte deveria ser a potencializacdo das reagcdes que pode ser feita de varias
maneiras:

- adicionar maior quantidade de soro ou plasma nas hemacias e re-centrifugar. Este
procedimento vai aumentar a relagdo anticorpo-antigeno e possibilitar melhor aglutinacao;

- aumentar o tempo de incubagdo o que irda permitir maior tempo para a reagao
antigeno-anticorpo;

- incubar a prova reversa a 4 °C.

devido a aglutininas frias.

E importante incluir um autocontrole usando o soro ou plasma do paciente e
hemacias. Omitir o autocontrole pode resultar na ndo deteccdo de reagdes falso-positivas

Foi realizada nova classificagcdo reversa com leituras imediata pés centrifugacéo e 15’
suspensoes hemacias, cujos resultados foram:

apods incubagdo a TA, utilizando-se 4 _gotas de plasma do paciente e 1 gota das

ABO
Temperaturas | leituras | Anti-A | Anti-B | Hemacias A; | Hemacias B
Ambiente imediata - ++++ - -
Ambiente Apoés 15’ - +++4+ + -

Pergunta 2: Considerando-se os resultados acima (leitura imediata e apés

15’ de incubacao a TA) é possivel definir o grupo ABO do
paciente? Qual é o grupo?

Ap6s aumentar o quantitativo de gotas de plasma do paciente e também o tempo de
incubacdo a TA, as reacdes parecem indicar grupo B (reacdo de 1+ com hemaéacias Ay).
Todavia, esta intensidade de reacdo nao nos permite concluir e ndo se pode definir com

segurancga o grupo sanguineo (fonte consultada: Technical Resource Manual for Hospital
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Transfusion Service, que estabelece: reagdes mais fracas que 3+ na classificacdo

2+ na classificacao reversa tem que ser investigadas).

direta e de

Foi realizada nova classificacdo reversa com leituras imediata pés centrifugacdo e 15’

apos incubacado a 4 2C, utilizando-se 2_gotas de plasma do paciente e 1

ota das

suspensodes hemadcias, cujos resultados foram:

ABO

Temperaturas | leituras | Anti-A | Anti-B | Hemacias A; | Hemacias B
Ambiente imediata - ++++ - -
4°C Apobs 15’ - ++++ ++ -

Controle ABO com hemacias O:

Temperaturas 1 | 2 | 3 | Autocontrole

Ambiente - - - -

4°C/ 15 - - - -

Pergunta 3: Considerando-se os resultados acima (leitura imediata e apods

15’ de incubacado a 4 2C) é possivel definir o grupo ABO do

paciente? Qual é o grupo?

A intensidade da reagédo (2+) com hemacias A, pds incubagdo por 15 a 4 2C (que

€ a temperatura 6tima de reagao), associado aos resultados anteriores da classificagcao direta

nos permite classificar o sangue como grupo B (fonte consultada: Technical Resource Manual

for Hospital Transfusion Service, que estabelece: reagdes mais fracas que 3+ na classificagao

direta e de 2+ na classificagado reversa tem que ser investigadas).

Pergunta 4: Nas classificacoes reversas, qual é a intensidade minima para a

reacao ser considerada positiva?
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:(fonte consultada: Technical

A intensidade minima para definir com seguranca a intensidade deve ser de 2+

Resource Manual

estabelece: reagdes mais fracas que 3+ na classificagdo direta e de 2+ na classificacdo
reversa tem que ser investigadas).

reversa,

a
(potencializacao de reagdes, pesquisa de subgrupos, dosagem de imunoglobulinas, etc.).

Entretanto caso o

mas s6 tera condicbes de definir

apos

for

laboratério queira definir a

intensidade minima como
(ou "p6"), ndo podera decidir uma discrepancia com base apenas nas classificagdes direta e

realizar

Hospital Transfusion Service, que

1+

investigacdo completa

Caso o laboratério defina a intensidade minima como 1+ (ou “pé”), nao podera

condigcbes de definir apos realizar a investigagdo completa.

decidir uma discrepancia com base apenas nas classificagcbes direta e reversa, mas sé tera

Pergunta 5: Quando uma classificacao reversa permanece inconclusiva,

apos procedimentos de rotina e de intensificacao de reacgoes:

a) Qual teste deveremos fazer para completar o estudo?

Considerando-se que a classificagao
procedimentos de

rotina e de

imunoglobulinas do paciente.

b) como ndo devemos usar o soro ou plasma discrepante para provas cruzadas,
qual teste adicional tem que ser sempre realizada quando sangue for solicitado?

tenha sido resolvida”

intensificagdo de

reagdes,

reversa permanece

devemos quantificar

inconclusiva, apés

as

A Resolugdo — RDC n® 343 de 13/12/2002 (ANVISA), estabelece no capitulo E

(Exames de Qualificagdo no sangue do doador): “uma unidade de sangue nado devera ser

liberada para utilizacdo até que qualquer discrepancia entre a tipagem direta e reversa

Apéndice
64




Apéndice 03: Formuldrio de Respostas das Avaliages Tedricas (cont.)

SOCIEDADE BRASILEIRA DE HEMATOLOGIA E o Midicay,
& HEMOTERAPIA Ny N
3 DEPARTAMENTO DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DA AMB | = /& M
PROGRAMA DE CONTROLE DE QUALIDADE EXTERNO EM \ &)
IMUNOHEMATOLOGIA &7\ 8

Na situagao relatada — paciente com classificagao inconclusiva apés procedimentos
de rotina e de intensificagdo de reagbes — caso necessite de transfusdo, todas as unidades

de sangue que forem preparadas para o paciente devem ser reclassificadas para ABO.

Pergunta 6: De acordo com a literatura, em adultos o que causa maior
variacao dos titulos de anticorpos ABO: variacao individual ou

relacionada com a idade?

As causas individuais sdo mais importantes do que as relacionadas com a idade (ver
Auf der Maur C, Hodel M, Nydegger UE, Rieben R. Age dependency of ABO histo-blood
group antibodies: reexamination of an old dogma. Transfusion 1993;33(11):915-8. [

Medline ]

No caso em estudo um paciente idoso do grupo B, tinha niveis indetectaveis de anti-
A, quando pesquisado a temperatura ambiente com leitura imediata e apés 15 de

incubacao, mas detectavel a 4 °C pés 15’ de incubacao.

Os niveis mais baixos de anti-A neste paciente provavelmente podem ser atribuidos

a fatores individuais e também a idade.

Pergunta 7: De acordo com a literatura em qual faixa etaria os anticorpos
anti-A e anti-B alcancam os niveis de uma pessoa adulta? Qual
é a classe de imunoglobulina nos anticorpos ABO que

prevalece em adultos (IgM?, 1gG, ambos?)?

Geralmente as aglutininas ABO sao detectadas a partir do 32 més e o titulo continua a

aumentar alcangando os niveis de adultos entre os 5 e 10 anos de idade.

Anticorpos contra os antigenos A e B sdo divididos em 2 classes: IgM (se estimulados

por fatores ambientais) e IgG (estimulagbes transfusionais, materno-fetal; vacinas, etc.)
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Anti-A produzido por individuos do grupo B e anti-B produzidos por individuos do

grupo A sdo predominantemente IgM embora muitos adultos possam ter algum IgG anti-A

e anti-B, devido a exposigcbes aos antigenos A e B. Vacinas podem estimular a formagéo de

anticorpos ABO IgG porque podem conter antigenos bacterianos como A e B ou também

antigenos A e B presentes nos leucécitos utilizados em culturas.

IgG é a classe que prevalece nos anticorpos anti-A e anti-B dos individuos do grupo O.

Comparados com individuos do grupo O, os individuos dos grupos A e B tendem a produzir

niveis mais baixos de 1gG ap6s vacinagao.

Mulheres podem ter titulos mais altos de anti-A e anti-B pela exposi¢do, durante a gravidez ou

no parto, a células fetais ABO incompativeis.

Qs

Controle de Qualidade

Visite nosso site: http://www.imunohematologia.com.br/

Rua dos Otoni, 296 sala 202 — Belo Horizonte - MG — CEP

30.150-270
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04: Formulario de autoclassificagdo de erros
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Na 202 Avaliagdo Prética - Janeiro de 2003 - sua Instituicdo cometeu
na amostra numero relatando

resultado.......ccccceevuveeenn. em amostra cujo resultado era
Com objetivo de prevenir erros semelhantes em sua rotina diaria e também

erro no Teste

para buscarmos uma constante melhoria na Imunohematologia praticada no Brasil, n6s
estamos estimulando que cada instituicdo, em seu proprio beneficio, analise

criteriosamente e, com a participacido de toda equipe, os eventuais erros cometidos.
indicar e nos devolver via e-mail

Desta forma solicitamos o favor nos
a autoclassificacdao do referido erro de acordo

laércio@imunohematologia.com.br

com os seguintes critérios:
[] CLERI CAL: anotagéo incorreta de resultado, cujo teste foi corretamente realizado,

incluindo:

[] Erros de transposicdo: Participante anota o resultado correto, mas no

formulario incorreto: resultado da amostra 1 no formulario da amostra 2 ou vice

versa.
[] Erros de transcricdo: Participante realiza o teste corretamente, mas anota

o resultado incorretamente no formulario correto: resultado foi A RhD (+) para
amostra 1 e foi anotado no formulario 1 A RhD (-).

[J TECNI CO: Participante realiza o teste, mas ndo obtém o resultado correto: PAI

(+) com resultado (-). IAl com 2 anticorpos presentes, mas apenas 1 identificado

[ INDETERMINADO: nio se enquadra em nenhum dos casos acima.

Observagdes que considerar pertinentes:
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Quero salientar que as informacbes obtidas através deste questionario sao

confidenciais e serdo utilizadas para o melhor conhecimento da Imunohematologia

praticada atualmente no Brasil e, para eventuais propostas de melhoria.

Atenciosamente,

Dr. Laércio de Melo
Coordenador do Programa

Qs

Controle de Qualidade

Visite nosso site: http://www.imunohematologia.com.br/

Rua dos Otoni, 296 sala 202 — Belo Horizonte - MG — CEP

30.150-270
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