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RESUMO: Objetivos. Avaliar o impacto da automacdo na
fenotipagem eritrocitaria expandida e o nivel de concordancia
dessa com a metodologia manual em amostras de doadores
de sangue atendidos no hemocentro coordenador da Fundagao
HEMOPA no periodo de janeiro a dezembro de 2019. Material
e Métodos. Foram analisadas 2.700 fenotipagens eritrocitarias
realizadas por metodologia manual e automatizada através do
equipamento IH500 da BioRad®. Os resultados foram testados
quanto ao nivel de concordancia através do teste de Coeficiente
Kappa. Resultados. Das amostras fenotipadas 98,6% (2.662/2.700)
foram concordantes em ambas as metodologias e apenas 1,4%
(38/2700) foram discordantes. Das 38 amostras discordantes
31,6% referiram-se ao fenotipo Lu(b); 15,8% ao fenodtipo Lu(a);
13,1% ao fendtipo Fy(b); 7,9% aos fenotipos Le(b), E, ¢; 5,3%
aos fendtipos N, S, s, Kp(a), P1; e 2,6% aos fenotipos M, Jk(a),
Jk(b), Fy(a). Conclusdes. O nivel de concordancia entre os dados
obtidos através das técnicas de fenotipagem eritrocitaria manual e
automatizada foi de 98,6%. Ja a implantagdo dessa metodologia
teve um impacto positivo com o aumento em 1.649 amostras
processadas a mais em relagdo ao mesmo periodo do ano anterior.

Palavras-chave: Automacao laboratorial; Antigenos de grupos
sanguineos; Incompatibilidade de grupos sanguineos; Transfuséo
de eritrocitos.

ABSTRACT: Objective. Evaluate the impact of automation on
expanded erythrocyte phenotyping and the level of agreement
between it and the manual methodology in samples from blood
donors treated at the blood center coordinating the Fundagao
HEMOPA from january to december 2019. Material and Methods.
2,700 erythrocyte phenotyping performed by manual and
automated methodology using BioRad® IH500 equipment was
analyzed. The results were tested for the level of agreement using
the Kappa Coefficient test. Results. Of the phenotyped samples,
98,6% (2,662 / 2,700) were in agreement in both methodologies
and only 1,4% (38/2700) were in disagreement. Of the 38
discordant samples, 31,6% referred to the Lu(b) phenotype; 15,8%
to the Lu(a) phenotype; 13,1% to the Fy phenotype (b); 7,9% to
Le(b), E, ¢ phenotypes; 5,3% to N, S, s, Kp (a), P1 phenotypes;
and 2,6% for phenotypes M, Jk(a), Jk(b), Fy(a). Conclusions.
The level of agreement between data obtained through manual
and automated erythrocyte phenotyping techniques was 98.6%.
The implementation of this methodology had a positive impact,
with an increase of 1,649 more processed samples compared to
the same period of the previous year.

Keywords: Automation laboratory; Blood group antigens; Blood
group incompatibility; Erythrocyte transfusion.

Programa de Pos-graduacdo em Analise Clinicas da Universidade Federal do Para em parceria com a Fundagdo HEMOPA.
1. Hospital Universitario Dr Jodo de Barros Barreto, Universidade Federal do Para, Biomédica, Mestre pelo do Programa de Po6s-graduagao em
Analise Clinicas da Universidade Federal do Para (UFPA), Belém, Par4, Brasil. https://orcid.org/0000-0003-4087-5605. E-mail: lucianacarneirol(@

hotmail.com.

2. Universidade Federal do Par4, Instituto de Ciéncias Biologicas, Laboratorio de Patologia Geral - Imunopatologia e Citologia, Biomédico, Professor
Doutor Associado 111, Belém, Para, Brasil. https://orcid.org/0000-0001-9102-5817. E-mail: lcdbrito2@gmail.com.

3.Fundagdo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para (HEMOPA), Geréncia de Biologia Molecular, Responséavel pelo Laboratorio de Biologia
Molecular, Biomédico, Doutor pela Universidade Federal do Para (UFPA), Belém, Para, Brasil. https://orcid.org/0000-0003-1245-3851. E-mail:

carlosamaral23@hotmail.com.

Correspondéncia: Prof. Dr. Lacy Cardoso de Brito Junior. Universidade Federal do Para. Instituto de Ciéncias Biolégicas. Laboratorio de Patologia Geral
- Imunopatologia e Citologia. Av. Augusto Corréa n 01. Bairro Guama - CEP 66075-900. Belém — Para. e-mail: lcdbrito@ufpa.br, lcdbrito2@gmail.com



Carneiro LC, et al. Impacto da automacao na fenotipagem eitrocitaria

INTRODUCAO

Portaria de Consolidagdo N° 5, de 28 de
etembro de 2017', recomenda a realizagio
de fenotipagem eritrocitaria para antigenos dos sistemas
Rh (E, e, C, ¢), Kell (K), Dufty (Fya, Fyb), Kidd (Jka,
Jkb) e MNS (S, s) em amostras de sangue de receptores,
sempre que possivel, antes de qualquer transfusao
sanguinea de modo a identificar a presenga de possiveis
anticorpos antieritrocitarios irregulares nesses pacientes.
Principalmente quando se tratar de pacientes aloimunizados
contra antigenos eritrocitarios, ou que estdo ou poderdo
entrar em esquema de transfusdo cronica.

Nesse sentido, quanto maior for o nimero de
doadores fenotipados corretamente menor ¢ o risco de
ocorréncias de reagdes transfusionais, imediatas ou tardias,
nos receptores?®. Convergindo para esse principio varios
autores tém se dedica a estudos com consideravel nimero
de testes de fenotipagem de doadores de sangue para os
grupos sanguineos de maior importancia transfusional”®?.

Sendo por vezes esse trabalho realizado de forma
manual, fato que exige operador experiente e dedicado a
tarefa em funcdo do grande volume de amostras diarias,
tornando esse um trabalho arduo, magante e muitas
vezes associado a falhas no processamento e analise das
amostras; demora na libera¢do final dos resultados; e ainda
a afastamento para tratamento de saude do operador por
lesdes por esforgo repetitivo (LER)!%15,

Dessa forma varios fabricantes de insumos para
laboratdrios tém ofertado ao mercado equipamentos de
fenotipagem eritrocitaria automatizada capazes de tornar
0 processo mais célere e seguro. Assim, a partir de 2017,
por recomendagdo da Associacdo Americana de Bancos
de Sangue (AABB), a Geréncia de Imunohematologia
Eritrocitaria (GEMER) da Fundagdo Hemopa adquiriu o
equipamento IH500 da (BioRad®) para uso no processo
de fenotipagem eritrocitaria de doadores.

Esse estudo entdo buscou-se avaliar o impacto
da automacdo no método de fenotipagem eritrocitaria
expandida em amostras de doadores de sangue, a partir
do quantitativo de resultados liberados anualmente apds a
implantagdo dessa metodologia; e o nivel de concordancia
entre os conjuntos de dados obtidos através do comparativo
entre as técnicas de fenotipagem eritrocitaria expandida
manual e automatizada.

METODO

Casuistica

Estudo transversal e analitico realizado no periodo
de janeiro a dezembro de 2019 com dados de 2.700

amostras de doadores de sangue da rotina da Geréncia de
Imunohematologia Eritrocitaria (GEMER) do Hemocentro
Coordenador da Fundagado HEMOPA.

Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo resultados de
fenotipagem eritrocitaria de doadores de sangue com
idade igual ou superior a 16 anos, de ambos os sexos,
que: (1) possuiam residéncia fixa na area metropolitana
de Belém (Ananindeua, Belém, Benevides, Castanhal,
Marituba, Santa Barbara do Para e Santa Izabel do Para);
(2) fossem preferencialmente doadores de repeti¢do e que
ja tivessem realizado no minimo duas doagdes de sangue
no Hemocentro coordenador da Fundacio HEMOPA; e
(3) apresentassem resultado negativo em todos os testes
de triagem sorologia e para doencas hematologicas.
Foram excluidos doadores inaptos ou que apresentassem
dados incompletos no seu cadastro ou em fenotipagem
eritrocitaria prévia.

Aspectos éticos

Por se tratar de estudo sem contato direto dos
pesquisadores com os sujeitos da pesquisa ou o uso de
dados pessoais desses, os pesquisadores comprometeram-se
com a guardar sigilo dos dados obtidos através de assinatura
de um Termo de Responsabilidade de Uso, Sigilo e Guarda
de Dados junto a instituigdo responsavel pela concessio dos
dados. Situagdo prevista na Resolugdo CNS N.° 466/2012,
e fizeram a identificacdo dos mesmos apenas pelo uso da
numeracao propria da Fundacdio HEMOPA.

Fenotipagem eritrocitaria por metodologia manual

Todas as amostras de doadores de sangue
selecionadas, conforme os critérios de inclusdo, foram
submetidas a fenotipagem eritrociaria para os antigenos
Rh (E, e, C, ¢), Kell (K), k, Kp (Kpa, Kpb), Dufty (Fya,
Fyb), Kidd (Jka, Jkb), MNS (8, s), Lewis (Lea, Leb),
P1 e Lutheran (Lua, Lub) por metodologia manual e,
posteriormente, por metodologia automatizada através do
equipamento IH500 (BioRad®).

A técnica de fenotipagem eritrocitaria manual
foi realizada utilizando antissoros especificos para cada
antigeno presente nos cartdes de microtubos da BioRad®
(fabricante: DiaMed) suspensos em gel Sephadex.

Para a fenotipagem dos sistemas Rh (C, c, E,
e) e Kell foram preparadas suspensdes de hemacias na
proporg¢do 1:20, isto é, 0,5 ml do diluente-2 (Liss) e 25 pl
do concentrado de hemacias com posterior dispensacao
de 12,5 pl desta solu¢ao em cada microtubo do cartdo que
contém anticorpos anti-C, anti-c, anti-E, anti-e e anti-K de
origem humana, suspensos em gel.



Para a fenotipagem dos sistemas MNS (S e
s) e Duffy (Fya, Fyb), por sua vez, foram preparadas
suspensdes de hemacias na proporcao 1:100, isto €, 1.000
pl do diluente-2 (Liss) e 10 ou 12,5 ul do concentrado de
hemacias, com posterior dispensagao de 50 pl desta solugao
em cada microtubo do cartdo que contém 2 microtubos
com gel neutro e 4 microtubos com antiglobulina humana
poliespecifica (anti-IgG de coelho e anti-C3d monoclonal)
suspensos em gel. Posteriormente, foram adicionados, em
cada microtubo, os respectivos anti-soros anti-M, anti-N,
anti-S, anti-s, anti-Fya e anti-Fyb, com incubagédo por 10
minutos em temperatura ambiente (18-25°C).

Ja para a fenotipagem dos sistemas P1, Lewis (Lea,
Leb) e Lutheran (Lua, Lub) foram preparadas suspensdes de
hemacias a 5% com diluente-1 (Bromelina) na propor¢ao
1:20, isto ¢, 0,5 ml do diluente-1 e 25 pl do concentrado
de hemaécias, com incubagdo a temperatura ambiente por
10 minutos, e posterior dispensagao de 10 pul desta solugdo
em cada microtubo do cartdo que contém anticorpos
monoclonais anti-P1, anti-Lea, anti-Leb, e policlonais
anti-Lua, anti-Lub de origem humana suspensos em gel.

E por fim, a fenotipagem dos sistemas k, Kp
(Kpa, Kpb) e Kidd (JKa, JKb) que foi realizada através
da preparagdo de suspensdes de hemacias também a 5%
com diluente-1 (Bromelina) e na proporgdo 1:20, isto €,
0,5 ml do diluente-1 e 25 ul do concentrado de hemacias
com incuba¢do a temperatura ambiente por 10 minutos,
e posterior dispensagdo de 10 pl em cada microtubo do
cartdo que contém anticorpos policlonais anti-k humano,
anti-Kpa humano, anti-Kpb humano, anti-Jka monoclonal
e anti-Jkb monoclonal suspensos em gel.

Os cartdoes foram centrifugados a 910 rpm por
10 minutos e, posteriormente, foi realizada a leitura das
reagdes conforme os padrdes da aglutinagdo em gel.

Fenotipagem eritrocitiria por metodologia automatizada

Em seguida as amostras de doadores de sangue
da unidade coordenadora da Fundagdo Hemopa foram
fenotipadas no equipamento IH500 (BioRad®) para os
fenotipos Rh (E, e, C, ¢), Kell (K), k, Kp (Kpa, Kpb), Duffy
(Fya, Fyb), Kidd (Jka, Jkb), MNS (S, s), Lewis (Lea, Leb),
P1 e Lutheran (Lua, Lub).

O equipamento IH500 (BioRad®) utiliza como
metodologia de analise a técnica de Gel-centrifugacao,
uma microtécnica baseada no uso de cartdes contendo
microtubos com Gel Sephadex ou Poliacrilamida que
sdo analisados quanto as reagdes de aglutinagdo entre o
complexo antigeno-anticorpo (positivo para o antigeno
pesquisado) ou hemacias sem reatividade (negativo
para o antigeno pesquisado) através do software de
gerenciamento de dados e interpretagdo de resultados -
IH-Com (BioRad®).
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Analise estatistica

A partir dos dados obtidos sobre os fenotipos
eritrocitarios de doadores de sangue por essas duas
metodologias os pesquisadores acessaram os cadernos de
registro de fenotipagem eritrocitaria manual ou o sistema
de bancos de sangue (SBS), para as fenotipagens obtidas
de forma automatizada, com posterior analise comparativa
e estatistica.

Como métodos estatisticos empregados para
essas avaliagOes foram aplicados métodos de estatistica
descritiva das variaveis qualitativas para determinagdo das
frequéncias absolutas e relativas, e estimada para margem
de erro esperada que ndo ocorram resultados discordantes
em mais de 5% do total de amostras analisadas.

Os dados discordantes entre as duas técnicas foram
avaliados por analise comparativa através da aplicag@o do
Teste Coeficiente Kappa, para descrever a intensidade de
concordancia entre os dois métodos utilizando-se o software
Bioestat 5.0, sendo considerado como significativo os
valores de p < 0,05.

RESULTADOS

O método de automacgdo para a fenotipagem
eritrocitaria em amostras de doadores de sangue da unidade
coordenadora da Fundagdo HEMOPA s6 foi implantado
no ano de 2018. Contudo, foi somente no ano seguinte
(2019) que todas as amostras de doadores de sangue
dessa fundagdo passaram a ser efetivamente fenotipadas
e confirmadas pela metodologia automatizada. Assim,
nesse ano foram realizadas um total de 7.542 fenotipagens
de amostras de doadores de sangue por essa metodologia.

Desse total somente 2.700/7.542 (35,8%) amostras
fenotipadas foram incluidas neste estudo apods fenotipagem
eritrocitaria manual e automatizada, conforme critérios de
exclusdo estabelecidos, para a efetiva analise comparativa
dos resultados. Desse total 2.662/2.700 (98,6%) amostras
fenotipadas foram concordantes para todos os fenotipos
pesquisados através das duas metodologias, e 38/2.700
(1,4%) amostras foram discordantes entre as duas
metodologias.

Das 38 amostras discordantes entre as duas
metodologias, 35/38 das amostras discordancias ocorreu
para apenas 01 fenotipo de cada amostra (Tabela 1). Para
as outras 3/38 amostras em que houve discordancia essas
ocorreram para dois fendtipos na mesma amostra. E em
1/38 das amostras discordantes foi observada discordancia
para cinco fendtipos na mesma amostra. Desta forma,
foram considerados para a analise estatistica o total de 46
fenotipos discordantes em uma somatéria de 38 amostras.
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Tabela 1. Frequéncia de fendtipos eritrocitarios em amostras de doadores de sangue que obtiveram resultados discordantes quando testadas
pelas metodologias manual e automatizada na unidade coordenadora da fundagdo HEMOPA, no periodo de janeiro a dezembro de 2019

Fengipo | Nimerodesepetten do | Freaéuis | gy, | Nimerodespeiiedo | a0
Lu(b) 12 28,9 s 02 5.3
Lu(a) 06 15,8 Kp(a) 02 53
Fy(b) 05 13,1 Pl 02 53
Le(b) 03 7,9 M 01 2,6
E 03 7,9 Tk(a) 01 2,6
c 03 7,9 Tk(b) 01 2,6
N 02 5,3 Fy(a) 01 2,6
S 02 5,3

Para essas amostras que tiveram fenotipos
eritrocitarios discordantes foi realizada analise estatistica
através do teste de coeficiente Kappa que permite avaliar
tanto se a concordancia esta além do esperado tdo somente
pelo acaso quanto o grau dessa concordancia entre as

amostras. Assim, nossos resultados evidenciaram que
existe uma excelente replicabilidade para todos os fenotipos
envolvidos e testados entre as metodologias manual e
automatizada (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados do teste de coeficiente Kappa que tiveram fenotipos eritrocitarios discordantes em amostras de doadores de
sangue, ¢ que ocorreram ao mesmo tempo quando testados pelas metodologias manual e automatizada na unidade coordenadora da

Fundagcao HEMOPA, no periodo de janeiro a dezembro de 2019

Fenétipos dis.cordantes em ambas Concordancia Kappa ) P Cor{clusiﬁio de
as metodologias Observada (unilateral) Replicabilidade
Lu(b) 0.9960 0.8716 <0,0001 Excelente
Lu(a) 0.9978 0.9257 <0,0001 Excelente
Fy(b) 0.9982 0.9374 <0,0001 Excelente
Le(b),E,c 0.9989 0.9615 <0,0001 Excelente
N.S,s,Kp(a),P1 0.9993 0.9740 <0,0001 Excelente
M,Jk(a),Jk(b),Fy(a) 0.9996 0.9868 <0,0001 Excelente

Legenda: p — nivel de significancia estatistica; Lu(a) - antigeno do sistema Lutheran-A; Lu(b) — antigeno do sistema Lutheran-B; Fy(a) - antigeno
do sistema Duffy-A; Fy(b) - antigeno do sistema Duffy-B; Le(b) - antigeno do sistema Lewis-B; P1 - antigeno do sistema P; M,N,S,s — antigenos do
Sistema MNSs; Jk(a) — antigeno do sistema Kidd-A; Jk(b) - antigeno do sistema Kidd-B; Kp(a) — antigeno do sistema Kell-A; E — antigeno do sistema

Rh; ¢ - antigeno do sistema Rh.

DISCUSSAO

Os avangos cientificos e tecnoldgicos recentes tém
favorecido a implementacdo da automagdo nos varios
ramos da medicina laboratorial, especificamente por gerar
beneficios importantes ao paciente como: menor tempo
no processamento ¢ analise das amostras, menor tempo
na liberagdo dos resultados, além de maior precisao e
seguranga no diagnostico'18,

O emprego da automacdo na pratica laboratorial,
de um modo geral, tem trazido também vantagens para
as instituicdes que os hospedam e seus colaboradores
como: aumento da produtividade, reducao da exposi¢ao

dos colaboradores a riscos biologicos e ergondémicos e,
principalmente, maior nivel de seguranga em todas as
fases do processamento das amostras com a obtengdo de
resultados mais precisos'+ 5.

Especificamente em bancos de sangue tém
se observado que a implementacdo de metodologias
automatizadas tem aumentado a seguranga transfusional
por minimizar possiveis erros associados ao processamento
manual de amostras, além de melhorar a otimizacdo do
uso de insumos e o tempo de liberacdo dos resultados em
fungao do interfaceamento entre o equipamento e o sistema
de resultados!®11:14.15:17-20,

Neste sentido o presente estudo sobre a implantagao



de metodologia automatizada para a fenotipagem
eritrocitaria de doadores de sangue mostrou resultados
semelhantes aos observados por outros autores na
literatura'*!1*?! que também compararam o impacto da
automacgdo em laboratérios de imunohematologia em
bancos de sangue e sua concordancia de resultados entre
as técnicas manual e automatizada.

Bhagwat et al.!* por exemplo, em seus estudos
na India, observaram 95,1% de concordincia entre os
resultados de tipagem ABO/Rh de 1.000 amostras testadas
através das técnicas manual e automatizada. Schoenfeld
et al.!! por sua vez, analisando a fenotipagem eritrocitaria
de 304 amostras para os grupos sanguineos ABO/Rh e
Rh+Kell obtiveram 100% de concordancia entre as técnicas
manual e automatizada.

Park et al.'* utilizando equipamento de automagao
para fenotipagem eritrocitaria semelhante ao utilizado
em nosso estudo (IH500 - BioRad®) observaram 100%
de concordancia entre as técnicas manual e automatizada
para a fenotipagem eritrocitaria de 200 amostras para os
grupos sanguineos ABO/Rh. Contudo, ndo foi encontrado
na literatura nenhum relato de caso semelhante ao nosso
que tenha realizado estudo comparativo de fenotipagem
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eritrocitaria expandida utilizando as técnicas manual e
automatizada.

Neste sentido ainda, em nosso estudo, verificamos
que a implantacdo da metodologia de automacao para
fenotipagem eritrocitaria expandida para amostras de
doadores de sangue, utilizando o equipamento IH500
(BioRad®), gerou um aumento de 1.649 amostras
processadas em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior,
quando a metodologia utilizada era exclusivamente manual.
Fato que amplia em muito a possibilidade de deteccao
de doadores com fenétipos raros na populacdo e ainda
de transfusdes de bolsas de concentrados de hemacias
fenotipo-compativel.

CONCLUSAO

O nivel de concordancia entre os conjuntos de dados
obtidos através das técnicas de fenotipagem eritrocitaria
expandida, manual e automatizada, foi de 98,6%. Por sua
vez, a implantacao da metodologia automatizada aumentou
em 1.649 o numero de amostras de doadores de sangue
processadas em relacdo ao mesmo periodo do ano anterior,
quando a metodologia utilizada era exclusivamente manual.

Participacdo dos autores: Carneiro LC - concepcdo da obra; aquisi¢ao, analise e interpretagdo de dados de pesquisa; na redacao e
revisdo critica. Brito Junior LC - concepgdo e desenho da obra; analise e interpretagdo dos dados da pesquisa; na redagdo e revisao critica
com contribuicao intelectual; e na aprovagado final da versdo a ser publicada. Amaral CEM - aquisi¢do e analise de dados de pesquisa.

Fontes de auxilio a pesquisa: Universidade Federal do Para.
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