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Introducao

1= Introducao

A titulacdo de anticorpos € um método semiquantitativo
de determinacdo da concentracdo de anticorpos e pode ser
realizado por varios motivos:

Para monitorar aloanticorpos de potencial importancia
em mulheres gravidas. Esta € a raz&o mais comum para
a titulagdo de anticorpos.

A titulagdo de anticorpos ABO é realizada para permitir
a avaliagao clinica da viabilidade do transplante ABO
incompativel e o monitoramento do tratamento para
reduzir o titulo de anticorpos em preparacao para o
transplante ABO incompativel.

Para investigar os chamados anticorpos “HTLA” de alto
titulo e baixa avidez. Por exemplo, anticorpos agora
conhecidos por pertencerem ao sistema de grupo
sanguineo Knops.

Para determinar a especificidade relativa de
autoanticorpos na Anemia Hemolitica Autoimune

a quente (AHAI), por exemplo em um eluato.

Na Sindrome da Aglutinina Fria, a titulagédo pode ajudar
a elucidar a especificidade do autoanti-I exibindo uma
ampla faixa térmica.

Para determinar o status do antigeno em hemacias

com Teste da Antiglobulina Direto (TAD) positivo, quando
0s reagentes para a remocao do IgG das hemacias

a serem tipadas n&o estiverem disponiveis ou nao forem
bem sucedidos.

Para avaliar a densidade antigénica de reagentes

de heméacias, embora isso tenha sido amplamente
substituido por métodos mais precisos, como citometria
de fluxo.

Para avaliar as caracteristicas de um novo antissoro
ou comparar um novo lote com um anterior.
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2 = Boas Praticas de Laboratorio

A titulagéo geralmente € descrita como um
“procedimento inerentemente impreciso”.

Como para qualquer outro método laboratorial, a
padronizacéo é, portanto, indispensavel para minimizar
variaveis que possam interferir com um resultado

2.1 Preparacgao das Diluigoes

A titulagéo usa uma diluicao em série, na razao 2,

da amostra pura (ndo diluida), 1:2, 1:4, ... até 1:2048
(12 tubos). O numero de diluicdes preparadas pode ser
adaptado ao que for mais conveniente para o0 método
a ser seguido.

As titulagbes sdo mais precisas quando volumes maiores
sa0 usados ao preparar as diluicoes.

Os tubos - como os contidos nas racks do ID-System -
devem estar sem uso, limpos e devem ter tamanho

2.2 Controles

Recomenda-se titular um anticorpo padrao

de concentracao conhecida ou com um titulo “esperado”
para validar o procedimento de titulagéo (ver tabelas com
os exemplos nas paginas seguintes). Isso também pode
ser realizado como um controle de rotina do método.
Isso ajudara a minimizar a variabilidade que afeta

o desempenho técnico.

Quando a titulagao esta sendo realizada para

0 acompanhamento da gravidez, a primeira amostra -
geralmente por volta da 122 semana - estabelece

o titulo base. Todas as titulagdes subsequentes devem ser
realizadas em paralelo com a amostra anterior. Novamente,
isso minimizara a variagcao inerente a técnica

e proporcionara um reflexo mais preciso do titulo

do anticorpo.

preciso e significativo. Os resultados também dependem
da constante de equilibrio do proprio anticorpo além de
sua concentracao, tornando muito importante o controle
dos parametros do teste. Os principais fatores a serem
considerados incluem os seguintes itens.

suficiente para permitir a mistura completa de cada diluicao
da série.

Uma pipeta volumétrica devidamente calibrada com uma
ponteira limpa deve ser usada para preparar cada uma das
diluicbes da série.

No IH-500, é usado a ID-Titration Rack (rack dedicada). O
equipamento contém uma “pipeta devidamente calibrada e
precisa” e as agulhas sdo devidamente lavadas ao fazer as
diluicdes seriadas.

As amostras devem ser armazenadas congeladas (a -20°C
ou menos). Atencéo especial deve ser dada ao descongelar
amostras: gradientes de concentracao sé&o produzidos
durante o descongelamento, pois a solugcao concentrada
derrete primeiro e depois desce dentro do tubo ao longo
da parede interna.

Apds o descongelamento, o tubo deve ser invertido varias
vezes. Antes do teste, o tubo deve ser examinado quanto
a presencga de qualquer material nao dissolvido. Quando
presente, aquecer cuidadosamente a amostra a 37°C?
pode ser Uutil.

"' Young DS. Effects of Preanalytical Variables on Clinical Laboratory Tests. 2" ed. Washington, DC: AACC Press; 1997:

4- 180, 181,533
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2.3 Escolha das Hemacias-Teste

Sempre que possivel, a mesma fonte de antigeno deve ser
usada todas as vezes, pois ha grande heterogeneidade na
expressao do mesmo antigeno entre hemacias

de mesmo fendtipo, aparentemente.

Por exemplo, heméacias RiR. (DCcEe, RH:1,2,3,4,5) podem
ter entre 23.000 e 31.000 copias? do antigeno D. Como é
impossivel para a maioria dos laboratérios ter as mesmas
hemacias disponiveis para acompanhamento durante

toda a gravidez, recomenda-se a utilizagdo de um pool

de trés hemacias (volume a volume) do mesmo fendtipo.
Juntamente com a realizag&o da titulagdo com a amostra
anterior, em paralelo, isso minimiza a variabilidade.

As hemacias selecionadas devem ser preparadas com
precisao de acordo com o método de teste usado, por
exemplo 0,8% no diluente apropriado para o ID-System.
Recomenda-se fortemente o uso de reagentes de hemacias

prontos para uso. Os volumes apropriados devem ser
dispensados usando uma pipeta volumétrica calibrada.

Ha um grande debate se as hemacias usadas para titulagao
devem possuir antigenos em dose Unica ou dupla, em
particular durante a gravidez. A maioria dos paises, mas
nao todos, recomendaria 0 uso de hemacias em dose Unica
(expresséo heterozigdtica). O raciocinio por tras disso é que
o feto de uma mée aloimunizada nunca sera homozigoto
para 0 gene em questao. Portanto, o uso de hemacias em
dose unica ira simular melhor a situagéo /in vivo.

Duas coisas sao claras:

= (Os laboratérios devem usar as heméacias recomendadas
por suas diretrizes locais.

= A chave para a padronizagdo € usar sempre 0 mesmo
fendtipo como um procedimento padréo.

2.4 Anticorpo deve ser identificado antes da titulacao

Nao faz sentido realizar a titulagdo apenas com base em um
teste de triagem de anticorpos positivo.

Conforme explicado na segéo 2.3, uma escolha adequada
das hemacias-teste s6 pode ser feita quando o anticorpo
for devidamente identificado.

Além disso, pode haver multiplos anticorpos presentes e,
se nao forem devidamente identificados, podem interferir no
resultado da titulacao.

2.5 Interpretacao dos Resultados

Ao dispensar as diluicdes devidamente preparadas,
recomenda-se comecar com a diluigdo mais alta e terminar
com a amostra pura (ndo diluida), para evitar qualquer
possibilidade de carreamento devido a um anticorpo forte.

Pontos finais claros devem ser definidos. Normalmente,

a Ultima diluicao que produz um resultado 1+ (+ no ID-
System) € considerada o ponto final. O reciproco deste
ponto final definido é entéo o titulo do anticorpo na amostra:
se esta diluicao for 1:32, entéo o titulo é 32 (e ndo 1:32).

Se mais de um anticorpo estiver presente, a selecéo das
hemé&cias-teste para titulagéo deve ser feita com cuidado,
para garantir que o titulo de cada anticorpo seja avaliado
independentemente.

Por exemplo, uma mistura de anti-K+Fy? (anti-KEL1+FY1),
duas titulagdes independentes devem ser feitas, a primeira
utilizando hemécias K-;Fy(a+b+) / (KEL:-1;FY:1,2) e a
segunda utilizando hemacias K+k+;Fy(a-) / (KEL:1.2;FY.-1).

Geralmente, sdo observadas reacdes mais fracas além
desta diluicdo com resultado 1+ (+ em ID): elas séo
avaliadas ao relatar a pontuagéo (score), em vez de titulo
(consulte as tabelas com os exemplos descritos nas
proximas paginas).

2 Daniels, G., 2013. Human Blood Groups. 3rd ed. Chichester, UK: John Wiley & Sons
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2.6 Pontuacao (score) e Reporte dos Resultados

Os titulos sao frequentemente relatados simplesmente
como o reciproco do ponto final definido, por exemplo
um titulo de 64. No entanto, isso nem sempre reflete a
verdadeira forga de um anticorpo ou aponta para um
aumento significativo no titulo. A pontuagao (score)
das reacdes pode ajudar a superar este problema.

Os métodos de score diferem, alguns usando valores

2./ Exemplos

Exemplo 1 = Titulos e Pontuacdes (Scores)

de 12 a 0 (mais comum), outros de 5 a 0. O método
utilizado ndo é importante, desde que 0 mesmo sistema
seja sempre usado. O sistema de pontuagéo deve ser
incorporado ao POP do laboratério, juntamente com a
definicdo do que é um aumento significativo no titulo, e um
aumento significativo na pontuagéo.

Diluicio da Amostra
1 12 14 18 116 1:32  1:64  1:128 1:256 1:512  Titulo PF‘I’:;‘I’ Score
Ly 3 3 2 2 2 / / 64
Amostra | Reacdo + + + + + + +/- +/- -
1
Score | 10 | 10 | 10 8 8 8 5 2 2 0 1256 | 63
Forca da
Amostra | Reaio 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 2+ +/- - 128
2
Score | 12 | 12 12 | 10 | 10 | 10 8 5 2 0 1256 | 81
Forca da
Amostra | Reacdo +/- +/- +/- +/- +/- - 8
3
Score 2 2 2 2 2 0 1:256 30

No exemplo acima, todas as trés amostras estédo mostrando A atribuicdo de pontuagdes (scores) a todas as forgas de

reagOes até e incluindo a diluicao 1:256.

A Ultima diluicdo mostrando uma reagéo 1+ é diferente para
cada uma delas, levando a titulos diferentes relatados para
cada amostra.

reacao individuais leva a trés pontuagdes (scores) diferentes.

A amostra 3 é um exemplo de um anticorpo HTLA (consulte
o exemplo 4 na pagina 10).

Procedimentos de Titulagéo = © Bio-Rad | 7
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Exemplo 2 = Interpretacdo: Aumento significativo no titulo, por ex. na gravidez

Titulo da amostra atual Titulo da amostra anterior ) IS 6.5 etlec o Conclusdo
titulo esperado = 32
Sem aumento de titulo
2 4 4 32> v Titulo de 4
Aumento significativo
b 32 4 82>/ do titulo de 4 para 32
Sem aumento de titulo
c 16 16 64> v/ Titulo de 16
Sem aumento de titulo
d 8 4 32> v 1 titulo ndo é considerado
aumento

E necessério que o laboratério estabeleca um titulo base
usando um padrao com um titulo esperado especifico para o
método.

No exemplo acima, o titulo esperado do padrao é 32; este
titulo deve ser reprodutivel dentro de +1 diluicao,

isto &, 16-32-64 s&o titulos aceitaveis, conforme ilustrado.
Observe que a amostra “anterior”, armazenada congelada, é
novamente titulada em paralelo com a nova amostra coletada
(por exemplo, 2 semanas depois).

Amostra a: o padréo mostra um titulo de 32 > /; tanto a
amostra anterior quanto a amostra recém-colhida mostram um
titulo de 4.

Concluséo: sem aumento de titulo.

Amostra b: 0 padrao mostra um titulo de 32 » /; a
amostra anterior mostra um titulo de 4, a nova amostra tem
um titulo de 32.

Conclusao: um aumento significativo (mais de 2 diluices) do
titulo.

Amostra c: 0 padréo mostra um titulo de 64 » /; tanto a
amostra anterior quanto a amostra recém-colhida mostram
um titulo de 16.

Conclusao: sem aumento de titulo.

Amostra d: 0 padrdo mostra um titulo de 32 » /; a primeira
amostra mostra um titulo de 4, a nova amostra tem um
titulo de 8.

Conclusdo: um aumento de 1 diluicdo nao ¢ significativo,
nenhum aumento de titulo é considerado.

Nota: Na GB8, alguns anticorpos sdo quantificados (IU/ml)

em vez de titulados.

= Anti-D (RH1) inferior a 4 IU/ml > DHPN improvavel

= Anti-D (RH1) entre 4-15 IU/ml » Risco moderado de

DHPN

= Anti-D (RH1) mais de 15 IU/ml » Alto risco de hidropisia

fetal

= Anti-c (RH4) inferior a 7,5 Ul/ml > continue a monitorar

= Anti-c (RH4) entre 7,5 a 20 Ul/ml > Risco de DHPN
moderado, consultar unidade especializada

= Anti-c (RH4) superior a 20 Ul/ml > Risco de DHPN
grave, consulte a unidade especializada

8 https.//www.transfusionguidelines.org/red-book (accessed Jan 24, 2018)
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Exemplo 3 = Titulacdo ABO no contexto de transplantes de 6rgdos ABO incompativeis (ABOi) (rins e outros).
Transplantes de células-tronco hematopoiéticas ABOi e Doenca Hemolitica Perinatal (DHPN)

Na maioria dos paises, ha falta de rins disponiveis para
transplante. O uso de rins ABOi foi investigado como uma
possivel solugdo: de um modo geral, a correspondéncia
HLA é mais importante do que a correspondéncia ABO

€ agora existe um consenso de que “o resultado do
transplante renal (TR) ABOi é comparavel ao TR ABO
compativel™. A avaliagéo do titulo de anticorpos anti-

A/B ¢é crucial no TR-ABOI. Ele orienta a eficacia do pré-
requisito operatério e determina o periodo permitido para o
transplante. Além disso, o0 monitoramento pés-transplante
ajuda na deteccao precoce de rejeicdo mediada por
anticorpos.

Os protocolos de transplante séo diferentes entre os centros
de transplante, entre as regides e entre os paises. Esforgos
estdo em andamento para estabelecer titulos minimos de
anticorpos ABO para candidatos a transplante. Os titulos
gerais variam de 32 a 128 (método de gel). Quando os
titulos estao acima desses limites, os pacientes sao tratados
para “dessensibilizar” os anticorpos ABO com medicagéo,
imunoadsorgao antigeno-especifica, troca de plasma ou
plasmaférese de dupla filtragao.

Ao realizar titulagdes de anticorpos ABO, é importante
perceber que as amostras sempre irdo conter misturas de
IgM e IgG. A maioria dos laboratérios realizara as titulagcdes
em ambas as temperaturas, temperatura ambiente
(aglutinacéo direta a temperatura ambiente) e em TAI (Teste
da Antiglobulina Indireto).

E imprescindivel entender que:

= Qs testes a temperatura ambiente detectaréo
preferencialmente IgM, mas, ocasionalmente, alguns
aglutinarao diretamente IgG

= TAl detectara preferencialmente IgG, mas
ocasionalmente havera alguma aglutinacéo por IgM

Alguns laboratoérios desejam avaliar especificamente IgG.
Nesse caso, a amostra deve ser tratada com DTT (ou
2-ME). Essas moléculas inativardo as moléculas de IgM
sem afetar as moléculas de IgG. No lado negativo, € preciso
entender que o proprio método introduz outra causa de
variabilidade no sistema.

Relatorios de testes no Reino Unido (referéncia NEQAS a
ser adicionada ao workshop de outubro de 2014) estéao
mostrando:

= Uma técnica padrao é recomendada usando
ID-Cartbes TAI e Neutro:

- permite resultados mais reprodutiveis

- 0s resultados mostram um intervalo mais restrito,
ou seja, mais proximo da mediana do método

= TAIl é mais reprodutivel que em temperatura ambiente
= DTT introduz variabilidade

= E recomenddvel desenvolver um padréo

Esse padrao foi desenvolvido e esta disponivel no NIBSC
(High titre anti-A and anti-B in serum - WHO Reference
Reagent 14/3009).

O teste de replicata da diluicao seriada em ambos, 14/300
e as amostras, é recomendado para considerar a variagao
intralaboratorial em titulacdes repetidas.

Por fim, é importante garantir que um teste de deteccéo

de anticorpos seja feito. Qualquer aloanticorpo presente
pode interferir na titulagdo ABQOi caso o antigeno para o qual
0 anticorpo é direcionado esteja presente nas hemacias
usadas para titulagao.

Por exemplo, quando um aloanti-K (KEL1) esta presente,
deve-se garantir que os reagentes de hemacias sejam K-,
ao titular usando o TAL.

Por exemplo, quando um aloanti-P1 reativo a frio (P1PK1)
esta presente, deve-se garantir que os reagentes de
hemacias sejam P1- (P1PK:-1), ao titular em temperatura
ambiente.

4 Muramatsu M et al., 2014. ABO incompatible renal transplants
5 http://www.nibsc.org/products/brm_product_catalogue/detail_page.aspx?catid=14/300 (accessed Jan 24, 2018)
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Exemplo 4 = HTLA (High Titre, Low Avidity - Alto Titulo, Baixa Avidez)

O “termo” HTLA ¢é uma declaracéo coloquial destinada A maioria dos anticorpos neste “grupo” é clinicamente

a descrever “bastante grosseiramente” os resultados insignificante. As especificidades incluem anti-Ch, anti-Rg,
sorolégicos deste grupo de anticorpos e ndo pretende anti-dMH, anti-Cs?, anti-Yk# e outros.

definir a especificidade do anticorpo (citacao do falecido JJ

As titulacdes podem fornecer uma pista sobre a
probabilidade do anticorpo exibir caracteristicas HTLA, ou
As caracteristicas comuns sdo: reagdes fracas e variaveis seja, geralmente reacdes 1+ (baixa avidez) em TAI e titulos
no TAl e, em alguns casos, dificeis de reproduzir. Os > 32.

antigenos séo de alta frequéncia, entao quase sempre o

painel de identificagdo mostra reagdes fracas no TAl com

todas as hemécias, dificultando as conclusdes.

Moulds).

Diluigio 1:1 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128
Baixo Titulo
Baixa Avidez - 0 0 0 0 0 0 0

Baixo Titulo

Alta Avidez 2+ 2+ 0 0 0 0 0
Alto Titulo

Baixa Avidez +/- +- +- +/- 0
Alto Titulo 3+ 3+ 24 2 -

Alta Avidez

Nesta tabela, a caracteristica HTLA (azul escuro) é
claramente demonstrada: é “inesperado” observar que
um anticorpo fracamente reativo apresente reagdes
até a diluicao 1:64.

Exemplo 5 Auto-anticorpos® = Reagdes de um tipico Auto-Anti-l1 associado a CAS (Cold Agglutinin
Syndrome - Sindrome da Aglutinina Fria)

Titulo
Tipo de
Temp  emacias | 2 4 8 6 | 32 64 128 256
Adulto 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+

Cordao 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+

0

0 0

Adulto 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 2+ F 0 0 0 0

0.5+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0.5+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Cordao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Neste exemplo, 6 titulagdes s&o realizadas em trés Os titulos com ambas as hemécias sdo mais elevados a

temperaturas diferentes, usando hemacias de adultos 4°C, mais baixos a temperatura ambiente e, ainda mais

(143, i+%) e cordao (I+Y, i+9). baixos a 37°C. Em cada uma das diferentes temperaturas,

o titulo das hemacias adultas é maior do que o titulo das
hemacias de cordéao.

6 Petz, LD and Garratty G, 2004. Immune Hemolytic Anemias. 2" ed. Philadelphia: Churchill Livingstone
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Exemplo 6 = Reacdes de um Eluato ou Soro/Plasma mostrando Anti-e (RH5) “Especificidade Relativa”

Titulo

Fenétipo Rh

16 32 128 256

dce/dce
I
RH:-1,-2,-3,4,5

4+

3+

3+

2+ 2+

DCe/DCe
RiR;
RH:1,2,-3,-4,5

4+

3+

3+

DcE/DcE
R:R;
RH:-1,-2,3,4,-5

3+

2+

2+ 2+

Neste exemplo, a amostra é titulada contra hemécias

E-e+ (m e RiRy) e E+e- (RoRo).

Os resultados podem ser interpretados como mostrando

“especificidade relativa” para o antigeno

(RH5).

Tal reagao deve ser confirmada testando contra mais
exemplos, neste caso, hemacias “e+” (RH:5) e “e-” (RH:-5).

Exemplo 7 = Fenotipagem de hemacia TAD+ ao usar reagentes reativos no TAI

Como primeiro passo, os laboratérios tentariam dissociar
os autoanticorpos IgG, por ex. usando cloroquina.
As vezes, esse tratamento nfo tera sucesso.

Nesses casos, a tipagem pode ser realizada medindo a
quantidade de anticorpo especifico deixado no reagente
de tipagem apds a adsorgéo com as hemacias do paciente
e comparando o resultado com adsor¢coes em hemacias
conhecidas de dose Unica e dupla.

Hemacias utilizadas para
adsorver o reagente anti-Fy?

Fy(a+b+) / Fy:1,2

Fy(a+b-) / Fy:1,-2

Fy(a-b+) / Fy:-1,2

Paciente

Diluicbes de reagente anti-Fy? adsorvido
1:8 1:16 1:32 Score
+/- 0 0 21
0 0 0 10
2+ 0 41
0 0 0 13

Esses resultados indicam que o paciente é provavelmente Fy(a+) / (Fy:1).

Procedimentos de Titulagdo = © Bio-Rad | 11
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Exemplo 8 = Microtitulacdo de Anti-D (RH1) expresso em ng/ml

A microtitulacdo do anti-D (RH1) permite distinguir .
o aloanti-D do anti-D adquirido passivamente (RH1)
apos a injecdo de imunoglobulina anti-D (profilaxia).

Uma forca de reacao incoerente em relagéo a data de
injecao da imunoglobulina anti-D (RH1) (por exemplo, >
3+ por mais de 1 més, > 2+ se mais de 50 dias apds a

Particularmente na Franga, esta microtitulagéo é indicada Injegao, > 1+ se mais de 70 dias apos a inje¢ao)

quando mulheres gravidas ou puérperas apresentam:
Neste método, um padrao conhecido, geralmente

= Nenhuma diminuicao na forca da reacao entre
¢ ¢ ¢ 28 ng/ml, é titulado junto com a amostra.

dois testes consecutivos de deteccao
de anticorpos (triagem de anticorpos) Os calculos sao realizados com base em

L - . o . Brossard et al.”
= Nao ha informagdes disponiveis sobre uma possivel

injecao pré-natal com imunoglobulina anti-D (RH1)

Calculos
Diluicbes 1:4 1:8 | 1:16 A X B = (
_ | Concentracéo
S E  (ng/mi) E 7 35 | 1,75 | Reciproco da Ultima Concentracéo do padréo « .
5 oo . Concentragdo de anti-D
S e diluic@o reativa da mostrando a mesma forca (RH1) na amostra
o g Forcade it | 444 | 4| AMOSHTA (< ) de reagéo que (A)
Reacéo
1 + 0 0 |4 1,75 7 ng/ml
§ 2 ++++ | ++++| +++ | 16 35 56 ng/ml
(2]
(=]
g 3 b+++ | -+t -+ > 16 7 > 112 ng/ml
4 +4++ + 0 |8 1,75 14 ng/ml

Observe que, neste procedimento, as amostras e o
padréo nao sao testados para o ponto final de titulagao
normal com resultado “+”; a forca da reacao da

ultima diluicdo reativa da amostra esté relacionada a
concentracdo da diluicao do padrdo exibindo a mesma

forga da reagéao.

- Amostra 1: a “Ultima” diluicao reativa é 1:4 com
uma forca de reacao de + e a concentracao da
diluicdo do padréo exibindo a mesma forca de reacao
de + é 1,75 ng/ml.
Logicamente, a concentragdo na amostra é:
4 x 1,75 ng/ml = 7 ng/ml.

- Amostra 3: as forcas de reacao da diluicdo da
amostra sdo ++++. Para observar reacao < ++++, a
amostra teria que ser mais diluida. Isso nao é feito; a
conclusao € simplesmente > 16, e o calculo entéo se
torna: > 16 x 7 ng/ml = > 112 ng/ml.

Os valores calculados sao interpretados usando tabelas
com as concentracdes esperadas de anti-D (RH1),
levando em consideracao:

- A concentracéo do anti-D (RH1) injetado,
por ex. 200 pg ou 300 pg.

- O numero de doses injetadas.

- O atraso (dias) entre a data da injegao
€ a data da coleta da amostra.

7 Brossard, Y, 2002. M. Diagnostic et suivi prénatals des allo-immunisations érythrocytaires. Feuill Biol, 43, 11-17
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Boas Praticas de Laboratério

= O gréfico abaixo (Figura 1) representa os valores Caso nao haja informacéo sobre a data exata da injecéo da
esperados pos-injecéo apods 1 dose de anti-D (RH1) dose profilatica, deve-se ter cuidado com a forma como o
de 200 pg (vermelho escuro) e 300 ug (cinza). resultado é relatado. Em Ultima instancia, uma nova amostra
- com informacdes adequadas sobre as datas - deve ser

= Possiveis interpretacoes: testada

- Se a concentragéo de anti-D (RH1) na amostra for
claramente < que o valor esperado, entéo é bastante
provavel que o anti-D (RH1) seja o anticorpo adquirido
passivamente.

- Finalmente, conforme indicado no capitulo 2.4, é
importante certificar-se de que foi testado a presenca
de qualquer outro aloanticorpo.

- Se a concentragéo de anti-D (RH1) na amostra for
claramente > que o valor esperado, uma nova amostra
deve ser testada algumas semanas depois (geralmente
2 semanas), porque um anti-D (RH1) de aloimunizagao
pode estar se formando.

Figura 1

e Dose de 200 pg
Dose de 300 pg

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dias depois da injecao
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Perguntas Frequentes

3 = Perguntas Fre

Perguntas

Obterei titulos diferentes ao realizar a titulacao
no IH-500 diluindo as amostras com a ID-Titration
Solution?

Por que em um contexto de gravidez é tao
importante comparar os titulos da amostra
anterior e da nova amostra?

Por que dois titulos obtidos em diferentes

condicoes de teste nao podem ser comparados?

Por que devo redefinir meus valores limites
se eu mudar meu método de titulagao?

Se eu quiser restabelecer meus titulos limites,
como devo proceder?

Por que devo realizar uma nova identificacao
de anticorpo em cada nova amostra?

quentes

Respostas

E uma boa préatica de laboratério revisar e redefinir os
valores “normais” quando houver uma alteracao significativa
em um procedimento de teste. Pode haver implicagbes

nas ac¢des que os meédicos assistentes podem tomar. Isso
também é valido para as titulagdes.

Isso significa que titulos criticos para anticorpos
detectados durante a gravidez, ou titulos ABO em caso
de incompatibilidade ABOI, devem ser revisados e
comunicados aos médicos.

A titulagdo da amostra anterior em paralelo com a nova
deve ser feita para verificar se a alteragao do titulo néo se
deve a variabilidade do método.

Como explicado anteriormente, a variabilidade na titulagao
é uma realidade, tanto entre as diferentes técnicas quanto
dentro de uma mesma técnica. Titulos obtidos em testes
diferentes sao inerentemente tendenciosos e nao devem ser
comparados.

A tecnologia utilizada tera impacto no titulo; como os titulos
obtidos com diferentes métodos de teste nao devem ser
comparados, os titulos limiares (ou titulos criticos) devem
ser restabelecidos.

A titulacdo deve ser realizada com um numero significativo
de anticorpos com o antigo e 0 novo método. Deve-

se tomar cuidado para selecionar adequadamente os
anticorpos pela classe da imunoglobulina: IgG ou IgM

(se relevante, como em transplantes ABOI). Também &
importante incluir anticorpos com titulos proximos ao
titulo limiar.

Pacientes imunizados séo mais propensos a produzir novos
anticorpos. Esses anticorpos recém-formados podem
interferir na titulacao conforme explicado na secdo 2.4 na
pagina 6; por isso & importante confirmar ou excluir a sua
presenca ou auséncia.
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