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Control Kit

A realizacdo do controle de qualidade
interno e a validacao dos reagentes
sao  procedimentos essenciais para
a garantia dos resultados dos testes
imuno-hematologicos. Ambos 0S
procedimentos Sao obrigatorios
segundo a legislacdo vigente.

O controle de qualidade de cada novo
lote visa determinar se 0s reagentes
adguiridos estdo dentro dos padrdes
técnicos estabelecidos e o controle de
gualidade interno avalia a reatividade
dos reagentes durante o periodo de
utilizacdo e estocagem.

Control Kit, desenvolvido pela Fresenius
Kabi, € um produto pronto para uso,
que oferece seguranca e praticidade
na avaliacdo de seus reagentes e na
realizacao do controle de qualidade
interno.



Control Kit possibilita realizar o controle
de gualidade dos principais reagentes
imuno-hematologicos. Reagentes para
classificacdo sanguinea ABO: Anti-A,
Anti-B, Anti-A,B, Lectina Anti-Al, Lectina
Anti-H, reagentes para classificacdo
RHD, reagentes para fenotipagem do
antigeno K, reagentes eritrocitarios

e reagentes de antiglobulina
humana.

Principal vantagem de Control
Kit: A elaboracao de controles
“In house" ¢é laboriosa. Sua
padronizacao requer tempo e
grande consumo de reagentes.
Control Kit ¢ um CONTROLE, pronto
para uso, que possibilita a avaliacao
dos  principais  reagentes
utilizados nos ensaios
imuno-hematoldgicos para
pacientes e doadores de
sangue de forma simples,
segura e eficaz.




Resultado:

CONFIABILIDADE E SEGURANCA,
em especial, na rotina pré-transfusional.

especialmente para que vocé
avalie a qualidade de seus
reagentes e ensaios imuno-
hematoldgicos com
seguranca e praticidade.
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Controle de Qualidade de Reagentes Imuno-hematolégicos

1. INTRODUCAO

Por definicdo, controle de qualidade significa um conjunto de
acoes técnicas e atividades operacionais utilizadas para monitorar
0 cumprimento dos requisitos da qualidade. Para garantia da
gualidade dos resultados dos ensaios laboratoriais, em especial
imuno-hematoldgicos, um conjunto de medidas devem ser
adotadas.

A. Medidas Gerenciais e Educativas
- Equipe técnica treinada;

- Processo de validacao na implantacdo de novas técnicas

ou metodologias;

- Controle da temperatura (ambiente e dos equipamentos),
+ Manutencdo preventiva e calibracdo regular de equipamentos;
+ Processo de aprovacao de novos insumos (antes da compra);
- Participacao em programas de avaliacdo externa da qualidade;
* Reqistro de erros e anomalias;

- Planejamento das medidas corretivas.

. Medidas Técnicas
- Controle de gualidade interno (principalmente nas técnicas

automatizadas);

- Controle de qualidade de lotes de reagentes.



2. CONCEITOS IMPORTANTES

A.

bela

i

a

Especificidade

Caracteristica inerente ao anticorpo que o torna capaz de
reconhecer apenas as hemacias portadoras do antigeno
correspondente. A especificidade € estabelecida testando-se 0
reagente comhemacias positivas e negativas para o antigeno
especifico. O reagente deverareconhecer somente o antigeno
correspondente a especificidade a que ele se propde.

. Intensidades das Reacdes

A intensidade das reacdes corresponde a forca da reacao
antigeno-anticorpo. E analisada através da observacdo
da aparéncia da aglutinacdo das hemécias. E medida em
intensidade de cruzes (Tabela 1).

Intensidades das reacdes em cruzes segundo a Organizacdo
Mundial de Saude:

GRADUACAO APARENCIA
4+ Um aglutinado sélido que ndo deve separar facilmente.
O fundo é claro.
3+ O botdo se separa em alguns agregados grandes.
O fundo é claro.
o4 O botdo se divide em alguns agregados de tamanho médio
com fundo levemente réseo.
1+ O botdo se divide em numerosos agregados pequenos com
fundo réseo.
W ou (+) Agregados mintsculos com o fundo avermelhado.
0 Células em suspensdo, auséncia de aglutinacao.
C. Avidez

F a velocidade com que o anticorpo que compde o produto
reage com seu antigeno correspondente.
E medida em segundos.

a



D. Titulo
E a determinacdo da diluicdo maxima onde o anticorpo

que compde 0 reagente ainda reage com intensidade de
reacdo de 1+ com o antigeno correspondente. O titulo se
correlaciona com a concentracdo dos reagentes.

E. Escore
O escore € a somatoria de valores numeéricos atribuidos

a intensidade da reacdo antigeno-anticorpo observada
em cada diluicdo durante a sua titulacdo. O escore reflete
melhor a concentracdo do reagente.

A tabela 2 representa a relacdo entre a intensidade de
aglutinacdo e escore.

©
©
EZ. Determinacdo do Escore:

ESCORE 12 10 8 5 2 (0]
GRADUACAO 4+ 3+ 2+ 1+ W ou (+) 0

3. NORMAS TECNICAS APLICADAS AO
CONTROLE DE QUALIDADE DE REAGENTES

1. ANVISA. Resolucdo da Diretoria Colegiada RDC n© 34,
de 11de junho de 2014. Dispe sobre as Boas Praticas no ciclo
do sangue.

2. Ministério da Saude. Portaria de Consolidacdo n° 5, de 28
de setembro de 2017 Consolidacdo das normas sobre as
acdes e os servicos de salde do Sisterna Unico de Salde.

3. Ministério da Saude. Portaria n®1836, de 11 de outubro de 2016.
Revoga o inciso VIl do art. 5° e o art. 107 da Portaria n° 158/
GM/MS, de 4 de fevereiro de 2016, que redefine o requlamento

ﬂo técnico de procedimentos hemoterapicos.



4. CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO
UTILIZANDO O REAGENTE CONTROL KIT

Control Kit ¢ um reagente fabricado especialmente para o
controle de gualidade de reagentes podendo ser utilizado
no controle de qualidade interno (CQI) e, para isto, vem
acompanhado de uma planilha. Control Kit também pode ser
utilizado para a validacdo de diferentes lotes de reagentes.

Control Kit é composto por 4 reagentes: 3 reagentes
eritrocitarios em concentracao de 10% e 1reagente composto
por um meio protéico contendo anticorpos monoclonais
Anti-A,.B IgM e Anti-D IgG.

A configuracdo padrdo do kit esta indicada abaixo, no
entanto, antes de sua utilizacdo verifigue o diagrama de
antigenos que acompanha o kit.

Control 1 Hemacias A rr

Control 2 Hemacias BRR,

Control 3 Hemacias O RR K

Control 4 Meio protéico contendo anticorpos
monoclonais Anti-A,B IgM e Anti-D IgG

4.1 Ajuste da Concentracdo

Control Kit pode ser utilizado em qualquer metodologia
incluindo sistemas de automacdo. Portanto, Control 1, 2 e 3
podem ter a concentracdo ajustada para aquela desejada.

A. Ajuste da concentracao de Control 1, 2 ou 3 para 1% e 5%:
Identifigue o numero de tubos de hemolise necessarios
e dispense a quantidade de Control1, 2 ou 3 e do diluente

indicado para a metodologia conforme a tabela 3.
Hﬁ
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§3. Ajuste da concentracdo de Control Kit para1e 5%:
DISPENSAR CONCENTRAGAO 1% CONCENTRACAO 5%
Control1,2 ou 3 1 volume 1 volume

Diluente adequado

. . 9 volumes 1volume
a metodologia.

B. Ajuste daconcentracdo de Control1, 2 ou 3 para 20% e 40%:
A concentracdo de 20% ¢ utilizada na determinacao da
avidez para reagentes para classificacdo ABO direta e a
de 40% para determinacdo da avidez para reagentes para
classificacdo RhD.

Identifigue o numero de tubos de hemodlise necessarios
e dispense a quantidade de Control 1, 2 ou 3 e proceda
conforme a tabela 4.

§4 Ajuste da concentracdo de Control Kit para 20% e 40%:

Concentracao 20% 40%

Identificar um tubo de hemdlise e dispensar:

Control1,2 ou 3 1 volume 1 volume
Centrifugar a 3400 rpm por 1 minuto e a sequir retirar:

Metade do volume 3% do volume

SEITETE RIS ou 50% do volume ou 75% do volume

4.2 Uso do Control Kit no Controle de Qualidade Interno

O objetivo do Controle de Qualidade Interno € garantir que
0S reagentes em uso apresentem reatividade durante todo
0 seu periodo de validade. Objetiva também o controle das
técnicas empregadas. Para isto, devemos testar os reagentes
frente a controles positivos e negativos.



Control 1, 2, 3 e 4 utilizados isoladamente ou combinados
permite a realizacao do controle de qualidade interno
dos seguintes ensaios: classificacdo ABO direta e reversa,
classificacdo RHD, pesquisa de anticorpos irregulares e
prova cruzada. Utilize a planilha de resultados que
acompanha o kit para o registro dos testes efetuados.

A. Classificacdo Sanguinea ABO Direta, Reversa, RhD e
Fenotipagem Eritrocitaria:

-Ajustar a concentracao de Control 1, 2 e 3 para
aquela desejada, utilizando o diluente adequado a
metodologig;

-Dispensar Control Kit no volume e concentracdo
adequados a metodologia;

-Dispensar reagentes (exceto em caso de reagentes
impregnados);

*Realizar os procedimentos técnicos indicados pelo
fabricante do reagente em analise;

- Proceder a leitura e interpretacdo;

- Anotar os resultados.

Observacao: Utilize a planilha de resultados que
acompanha o kit.

Na tabela 5 estdo descritos os resultados
esperados combinando Control Kit e 0 reagente em
analise.

a



= Padrdes de reatividade esperados para reagentes para
8. classificacdo ABO, RHD e Fenotipagem eritrocitdria:

Control 1 2 3+ < 15 segundos 2 256 72
Anti-A Control 2 N e e e
Control 3 N e e e
Control 1 N == e o

Anti-B Control 2 2 3+ < 15 segundos 2 256 72
Control 3 N S e

Control 1 2 3+ < 15 segundos 2 256 72

Anti-A,B Control 2 2 3+ < 15 segundos 2 256 72
Control 3 N e e e
Reversa Al Control 4 B e s o
Reversa A2 Control 4 23+ e e e

Control 1
Anti-CDE Control 2 < 30 seqgundos
Control 3 < 30 seqgundos
Control 1
Control 2
Control 3
Control 1
Control 2
Control 3
Control 1
Control 2
Control 3
Control 1
Control 2
Control 3
Control 1
Control 2
Control 3
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B. Pesquisa de Anticorpos Irregulares e Prova Cruzada

-Ajustar a concentracdo de Control 1, 2 e 3 para

aquela desejada;

-Dispensar reagentes e Control Kit no volume e

concentracao adequados a metodologia;

-Realizar os procedimentos técnicos indicados pelo

fabricante do reagente em analise;

- Ler e anotar os resultados.

Na tabela 6 estdo descritos os resultados
esperados combinando Control Kit e o reagente em
analise.

Padrdes de reatividade esperados para os reagentes

=\). de pesquisa de anticorpos irregulares e reagente AGH:

Pesquisa de
anticorpos Triagem Il Control 4
irrequlares

AGH Control 3

TESTE REAGENTE CONTROL KIT ETAPA RESULTADO ESPERADO

Triagem | Control 4

Triagem Il Control 4

5. CONTROLE DE QUALIDADE DE LOTES DE REAGENTES

5.1 Reagentes Anti-A, Anti-B e Anti-A,B

Os padrdes de resultados combinando os reagentes Anti-A,
Anti-B e Anti-A,B em andlise e Control Kit estdo descritos na
tabela 7.Nos itens a, b, ¢, d estdo descritosos procedimentos
para determinacdo da avidez, especificidade, titulo e escore.

a



o Padrdes de resultados esperados combinando os
& I. reagentes Anti-A, Anti-B e Anti-A,B com Control Kit:

Control 1 2 3+ <15 sequndos 2256
Anti-A Control 2 N
Control 3 N T

Interpretacao:

-Auséncia de reacdo nos tubos onde reacdo positiva é
esperada pode indicar que o reagente ndo possui
reatividade.

*Intensidade de reacdo menor que 3+, pode indicar que
O reagente possui baixa reatividade.

*Reacdo positiva nos tubos onde reacdes positivas ndo
sdo esperadas pode indicar que o reagente ndo é
especifico.

*Avidez acima de 15 segundos, pode indicar que o
reagente tem baixa atividade com o antigeno.

/Ne;



A. Determinacao da Avidez

-Em uma placa de opalina ou vidro dispensar 1 gota ou
50 pL do reagente em analise;

-Dispensar paralelamente 1 gota de Control Kit na
concentracao de 20% de acordo com a tabela 7,

-Homogeneizar e imediatamente acionar o crondmetro;

+Assim que 0s primeiros aglutinados aparecerem,
observar o tempo e anotar o resultado em segundos,;

Na tabela 7 estdo descritos os resultados esperados
combinando Control Kit e o reagente em analise.

B. Determinacao da Especificidade dos Reagentes
Anti-A,Anti-B e Anti-A,B:

Combinar os reagentes com Control Kit de acordo com a
tabela 7.

- Ajustar a concentracdo de Control 1, 2 e 3 para aquela
desejada utilizando o diluente adequado a metodologia;

- Dispensar Control Kit no volume e concentra¢do adequados
a metodologig;

-Dispensar reagentes (exceto em caso de reagentes
impregnados);

- Realizar os procedimentos técnicos indicados pelo fabricante
do reagente em analise;

- Proceder a leitura e interpretacdo;
+ Anotar os resultados.

Na tabela 7 estdo descritos os resultados esperados

combinando Control Kit e o reagente em analise.
17ﬁ



C. Determinacdo do Titulo dos Reagentes Anti-A,

Anti-B e Anti-A,B

- Numerar tubos de hemdlise como 1, 2, 4, 8,16, 32, 64, 128,

256, 512 e tubo reserva;

- Nos tubos Te 2 dispensar 50 uL do reagente a ser analisado;
- No tubo 2 e nos posteriores dispensar 50 L de solucdo saling;
* Realizar diluicBes sucessivas do soro (1.2 a 1.512) transferindo

50 uL do conteudo a partir do tubo 2 para cada tubo seguinte
até o tubo reserva;

- Apos a diluicdo acrescentar em todos os tubos, 50 pL

de Control Kit , de acordo com a tabela 7, diluido para a
concentracao adequada;

- Homogeneizar suavemente;
- Centrifugar durante 15 segundos a 3400 rpm;

- Efetuar leitura imediata, homogeneizando delicadamente 0s

tubos para soltar o botao de hemacias;

- Anotar os resultados.

O valor do titulo é aguele correspondente ao valor da
maior diluicdo onde a intensidade de reacao foi 1+.

. Determinacao do Escore

Correlacionar o valor numeérico atribuido para intensidade
de aglutinacdo para cada tubo com valor positivo
na titulacao. Somar os valores atribuidos a cada
tubo. O valor do escore corresponde a soma de todos
0s valores.

Escores com valores inferiores aos indicados na tabela 5
indica baixa concentracdo dos anticorpos que compdem
0 reagente. (Manual Imunohematologia - Resolucdes de
problemas nos testes pré-transfusionais - controle de
qualidade dos reagentes do TELELAB).



5.2 Reagente Anti-D, Anti-CDE e Controle de D

L. Padrdes de resultados esperados combinando os

[

2. reagentes Anti-D e Anti-CDE com Control Kit:

Anti-D Control 1 [
Pohg:}onal Control 2 2 3+ < 30 seqgundos 32
monoclonal Control 3 2 3+ < 30 sequndos 32

Control 2

Control 1

Anti-D IgM Control 2
Control 3
Control 1

Anti-CDE Control 2 < 30 segundos
Control 3 < 30 segundos

*NR: Ndo Realizado

Interpretacao:

-Auséncia de reacdo nos tubos onde reacdo positiva é
esperada pode indicar que o reagente ndo possui
reatividade.

*Intensidade de reacdo menor que 3+, pode indicar que
O reagente possui baixa reatividade.

*Reacdo positiva nos tubos onde reacdes positivas ndo
sdo esperadas pode indicar que o reagente ndo é
especifico.

*Avidez acima de 30 segundos, pode indicar que o
reagente tem baixa atividade com o antigeno.

=



A. Determinacao da Avidez

-Em uma placa de opalina ou vidro dispensar 1 gota do

reagente em analise (exceto Anti-D IgM);

‘Dispensar paralelamente 1 gota ou 50 pL de

Control 2 na concentracao de 40%;

-Homogeneizar e imediatamente acionar o crondmetro;

-Assim gque 0s primeiros aglutinados aparecerem

observar tempo e anotar o resultado em seqgundos.

. Determinacdo da Especificidade

Combinar os reagentes com Control Kit de acordo com a
tabela 8.

- Ajustar a concentracdo de Control 1, 2 e 3 para aquela

desejada utilizando o diluente adequado a metodologia;

- Dispensar Control Kit no volume e concentracdo adequados

a metodologia;

-Dispensar reagentes (exceto em caso de reagentes

impregnados),

-Realizar os procedimentos técnicos indicados pelo

fabricante do reagente em analise;

- Proceder a leitura e interpretacdo;

- Anotar os resultados.



C. Determinacao do Titulo

-Numerar os tubos de hemolise como 1, 2, 4, 8,16, 32, 64,
128, 256, 512 e tubo reserva;

- Nos tubos 1e 2 dispensar 1 gota ou 50 pL do reagente em
analise;

- No tubo 2 e nos posteriores dispensar 1 gota ou 50 uL de
solucdo saling;

-Realizar diluicdes sucessivas do soro (1:2 a 1:512)
transferindo 50 pL do conteudo a partir do tubo 2 para
cada tubo seqguinte até o tubo reserva;

- Apos a diluicdo acrescentar em todos os tubos 50 pL
de Control Kit na concentracdo adequada segundo
atabela §;

- Homogeneizar levemente;
- Centrifugar durante 15 sequndos a 3400 rpm,

- Efetuar a leitura homogeneizando delicadamente os
tubos para soltar os botdes de hemacias,

- Anotar os resultados em intensidade de reacdes.

» O valor do titulo é aquele correspondente ao valor da
maior diluicdo onde a intensidade de reacao foi 1+.

» Observacoes: Titulos com valores inferiores ao indicado
na tabela 9 pode indicar baixa concentracdo dos
anticorpos gue compdem o reagente.

v



D. Determinacdo do Escore

Correlacionar o valor numeérico atribuido para intensidade
de aglutinacdo para cada tubo com valor positivo na
titulacdo. Somar os valores atribuidos a cada tubo. O
valor do escore corresponde a soma de todos os valores.

Escores com valores inferiores ao indicado na tabela 5
indica baixa concentracdo dos anticorpos que compdem
o reagente (Manual Imunohematologia - Resolucdes de
problemas nos testes pré-transfusionais - controle de
qualidade dos reagentes do TELELAB).

5.3 Reagentes para Fenotipagem Eritrocitaria

A. Determinacao da Avidez

-Ndo indicada

B. Determinacdo da Especificidade

Combinar os reagentes com Control Kit de acordo com a
tabela 9.

- Ajustar a concentracdo de Control 1, 2 e 3 para aguela
desejada utilizando o diluente adequado a metodologia;

- Dispensar Control Kit no volume e concentracdo adequados
a metodologia;

-Dispensar reagentes (exceto em caso de reagentes
impregnados);

*Realizar os procedimentos técnicos indicados pelo
fabricante do reagente em analise;

- Proceder a leitura e interpretacdo;

- Anotar os resultados.



Padrdes de resultados esperados combinando os reagentes
= /. para fenotipagem eritrocitaria com Control Kit:

ela

Control 1 N =mm=== smmee
Anti-C Control 2 2 3+ 16 35
Control 3 2 1+ 8 30
Control 1 N =mmm== smeee
Anti-E Control 2 2 1+ 8 30
Control 3 N =meeee meeee

Control 1
Control 2
Control 3
Control 1

Control 2
Control 3
Control 1
Control 2
Control 3

C. Determinacdo do Titulo

- Numerar os tubos de hemolise como 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,
128, 256, 512 e tubo reserva;

- Nos tubos 1e 2 dispensar 1 gota ou 50 yL do reagente em
analise;

- No tubo 2 e nos posteriores dispensar 1 gota ou 50 uL de
solucdo saling;

*Realizar diluicdes sucessivas do soro (1:2 a 1:512)
transferindo 50 pL do conteldo a partir do tubo 2 para
cada tubo seguinte até o tubo reserva;

=



+ Apos a diluicdo acrescentar em todos os tubos 50 yL de

Control Kit na concentracao adequada de acordo com a
tabela 9,

- Homogeneizar levemente;
- Centrifugar durante 15 sequndos a 3400 rpm,
- Efetuar a leitura homogeneizando delicadamente os

tubos para soltar os botdes de hemacias;

- Anotar os resultados em intensidade de reacoes.

» O valor do titulo é aguele correspondente ao valor da
maior diluicao onde a intensidade de reacdo foi 1+.

Observacgdes: Titulos com valores inferiores ao indicado na
tabela 9 Indica baixa concentracdo dos anticorpos
gue compbdem o reagente.

. Determinacdo do Escore

Correlacionar o valor numeérico atribuido para intensidade
de aglutinacdo para cada tubo com valor positivo
na titulacdo. Somar os valores atribuidos a cada
tubo. O valor do escore corresponde a soma de todos o0s
valores.

Observacgoes: Escores com valores inferiores ao indicado na
tabela 9 indicam baixa concentracdo dos anticorpos
que compdem o reagente.



Importante:

Todos os resultados obtidos no
Controle de Qualidade Interno
devem ser registrados e analisados.

Todas as ndo conformidades
deverdo ser registradas.

6. RECOMENDACOES EM CASOS DE NAO CONFORMIDADE

Em caso de nao conformidade nos resultados de seu
controle de qualidade interno ou de lotes de reagentes,
acoes de tecnovigilancia devem ser tomadas. No entanto,
antes de proceder a comunicacdo certifique-se de que 0s
resultados obtidos sao reprodutiveis.

- Repita 0s ensaios e siga rigorosamente as instrucdes de
uso do fabricante;

- Deixe 0s reagentes atingirem a temperatura ambiente
antes de realizar os testes;

- Observe se ndo existem residuos nos materiais utilizados
como pipetas e vidrarias;

- Observe se as solucdes utilizadas na diluicdo e reagentes
ndo estdo contaminados ou com pH alterado;

- Confirme a auséncia de contaminacdo grosseira (visual),
- Repita os testes com novo frasco de reagente;

- Faca novamente o ajuste da concentracdo com o diluente
adeguado a técnica escolhida;

- Utilize um outro frasco de diluente;



- Evite centrifugacdo excessiva ou baixa centrifugacdo;

- Verifigue se 0s equipamentos utilizados estao calibrados,
- Confira a temperatura ambiente, de freezers e geladeiras,
- Verifigue se a pessoa que realizou 0s ensaios o fez

corretamente.

Se ainda assim os resultados obtidos no controle de
qgualidade interno nao estiverem em conformidade
com os resultados esperados, entre em contato com
o fabricante do produto para obter informacées sobre
reclamacodes do produto.

7. REFERENCIAS

1. ANVISA. Resolucdo da Diretoria Colegiada RDC n* 34,
de 11de junho de 2014. Dispde sobre as Boas Praticas no ciclo
do sangue.

2. ANVISA. Resolucdo da Diretoria Colegiada RDC n* 36, de 26
de agosto de 2015. Dispbe sobre a classificacdo de risco, 0s
regimes de controle de cadastro e registro e os requisitos de
rotulagem e instrucdes de uso de produtos para diagnostico
in vitro, inclusive seus instrumentos e da outras providéncias.

3. Ministério da Saude. Portaria de Consolidacdo n° 5, de 28 de
setembro de 2017 Consolidacdo das normas sobre as acdes
e 0s servicos de salde do Sisterna Unico de Saude.

4. Ministério da Saude. Portaria n®1836, de 11 de outubro de 2016.
Revoga o inciso VIl do art. 5° e o art. 107 da Portaria n° 158/
GM/MS, de 4 de fevereiro de 2016, que redefine o requlamento
técnico de procedimentos hemoterapicos.
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Informacdes sobre pedidos

Para maiores informacdes, consulte Instru¢des de Uso do produto.

Quer receber informacdes
e conteddos atualizados
da Fresenius Kabi?

Cadastre-se em nosso site:
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Fresenius HemoCare Brasil Ltda.
CNPJ: 49.601107/0001-84

Rua Rogue Gonzales, 128

CEP: 06855-690 - Itapecerica da Serra, SP
SAC: 0800 707 3855
www.fresenius-kabi.com.br



