AULA PRATICA - IMUNOHEMATOLOGIA
Profa. Alessandra Barone
Prof. Archangelo P. Fernandes

INDICACAO DO EXAME:

Os antigenos eritrocitarios sdo geneticamente determinados e podem ser classificados em
diversos sistemas. Os de maior expressao sdo os sistemas ABO e Rh. Os anticorpos do sistema
ABO sdo naturais, enquanto os anticorpos do sistema Rh sdao produzidos apds sensibilizacdo.

PRINCIPIO

Para ABO: os reagentes causam aglutinacdo direta macroscépica das hemacias que carregam
os antigenos correspondentes. As hemadcias possuidoras do antigeno A se aglutinam quando
misturadas ao reagente anti-A; igualmente , hemdcias possuidoras do antigeno B aglutinam
na presenca do reagente anti B. O teste adicional empregando-se o reagente anti-A e anti B
facilita o reconhecimento de sub-grupos raros de baixa reatividade aglutinando as hemadcias
dos grupos A,B e AB, mas nao do grupo O.

Para Rh: as expressdes Rh positivo ou Rh negativo sdo baseadas na presenca ou auséncia do
antigeno D. Quando Rh negativo, pesquisar as formas fracas do antigeno D. O antigeno D-
fraco é uma variante do antigeno D e tdo antigénico quanto ele.

PROCEDIMENTO

Realizar a coleta do sangue em tubo com Edta.

Apds 15 minutos, centrifugar o tubo para separacdo do plasma em tubo limpo e seco.

Lavar as hemacias 3 vezes com solucdo fisioldgica. Centrifugar a 1000 rpm por 1 minuto
Preparar uma suspensdo a 5 % das hemdcias lavadas utilizando a solugdo salina: Em tubo,
misturar 950 uL de salina com 50 pL (1 gota) de concentrado de hemdcias e
homogeneizar.

ABO

TESTE EM LAMINA

1. Colocar uma gota do reagente anti-A e anti-B na lamina.

2. Adicionar uma gota da suspensao de hemacias

3. Misturar o reagente com uma gota de sangue

4. Movimentar gentilmente a lamina e observar a presenca ou nao de aglutinagao
macroscépica em até 2 minutos.

TESTE EM TUBO

1. Identificar 2 tubos de hemdlise e colocar uma gota do reagente anti-A no 12 tubo,
anti-B no 22 tubo.

2. Adicionar uma gota da suspensao de hemacias 5% a cada tubo. Misturar bem o conteudo
3. Centrifugar por 15 segundos a 3400 r.p.m.

4. Ressuspender delicadamente o botdo de hemdcias e examinar a presenca ou nao de
aglutinagao.



TIPAGEM REVERSA EM TUBO

Tubo A1 Tubo B
Identificar 2 tubos:
AleB

Suspensao 1gota
hemadcias A1

Suspensdo de 1gota
hemacias B

Soro 2 gotas 2 gotas

Homogeneizar e centrifugar os tubos a 3.400 rpm por 15 “
Proceder a leitura

TIPAGEM DIRETA PARA PESQUISA DE Rh:
TESTE EM LAMINA:

1. Identificar as laminas

2. Pipetar 50 L (1 gota) do reagente Anti-D e 50 uL (1 gota) do Controle Rh em lamina.
3. Adicionar 1 gota da suspensao de hemacias 5%.

4. Homogeneizar com bastdo descartdvel

5. Através de movimentos rotativos lentos da lamina, observar a aglutinacao
macroscoépica (interpretar a reacdo apés 1 minuto).

Presenca de aglutinagdo = Rh positivo
Auséncia de aglutinacdo = Rh negativo ou presenca de D fraco.

TESTE EM TUBO:

. Identificar os tubos

. Pipetar 2 gotas do regente Anti-D no 12 tubo e 2 gotas de controle Rh no 2%tubo.

. Pipetar 1 gota da suspensao de hemacias 5% em cada tubo

. Homogeneizar e centrifugar a 3.400 por 15 minutos

. Ressuspender a suspensdao de hemdcias cuidadosamente e observar aglutinacao
macroscoépica.

N oo N e

Presenca de aglutinacdo = Rh positivo
Auséncia de aglutinacdo = Rh negativo ou D fraco = continuar o teste



8. Incubar os dois tubos da reagao anterior por 30 ‘ em banho Maria a 372C
9.Centrifugar os tubos a 3.400 rpm por 15 segundos
10. Proceder a leitura:

Presenca de aglutinacdo = Rh positivo
Auséncia de aglutinagdo = Rh negativo ou D fraco = continuar o teste

11. Lavar as hemacias com solucao fisioldgica por 3 vezes

12. Ultima centrifugacdo a 3.400 rpm por 1 minuto

13. Adicionar duas gotas do soro de Coombs a cada um dos tubos e homogeneizar
14. Centrifugar os tubos a 3.400 rpm por 15 “.

15. Proceder a leitura dos tubos

Presenca de aglutinagcdo = Rh positivo
Auséncia de aglutinacdo = Rh negativo



