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1. Objetivos
1.1. Introducéo

Esta norma especifica os requisitos necessarios para a concepcao de um sistema de gestao da

qualidade para Laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética.
1.2. Generalidades

A presente norma tem como objetivo estabelecer o referencial técnico do sistema de qualidade
adequado as caracteristicas dos Laboratoérios de Histocompatibilidade e Imunogenética, incluindo
os requisitos exigidos pelas regulamentacoes nacionais aplicaveis.

Os Laboratoérios de Histocompatibilidade e Imunogenética que desejarem se certificar conforme a

presente norma devem consultar o Regimento do Programa de Acreditacao da Qualidade da ABHII.
2. Referéncias e Definicées
2.1. Referéncias

Resolucao RDC ANVISA n.° 61, de 1 de dezembro de 2009. Regulamentacdo técnica para o
funcionamento dos Laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética com atividades para fins

de transplantes.

Resolucao RDC N° 786, de 5 de maio de 2023. Dispde sobre os requisitos técnico-sanitarios para o
funcionamento de Laboratérios Clinicos, de Laboratérios de Anatomia Patoldogica e de outros
Servicos que executam as atividades relacionadas aos Exames de Analises Clinicas (EAC) e da

outras providéncias.

Portaria de Consolidacao n.° 4 de 28 de setembro de 2017 do MS/GM que dispGe sobre a

regulamentacao técnica do Sistema Nacional de Transplantes (SNT)

Portaria n.” 2600/GM, de 21 de outubro de 2009, que dispde sobre a regulamentacao técnica do
Sistema Nacional de Transplantes (SNT). Foi substituida pela Portaria de Consolidacao N° 4 de
08/12/2017.

ABNT NBR ISO 9000:2015 Sistemas de gestao da qualidade - Fundamentos e vocabulario.
ABNT NBR ISO 9001:2015, Sistemas de Gestao da Qualidade - Requisitos.
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2.2. Definicoes

Para efeito da presente norma, ficam validas as seguintes definicoes:
ABHI: Associacao Brasileira de Histocompatibilidade e Imunogenética.

Acurécia: capacidade do teste em fornecer os resultados o mais proximo possivel do valor
verdadeiro. A acuracia pode ser avaliada utilizando-se como amostra solu¢ées com concentracoes
conhecidas e variadas, soros controle positivo ou negativo, soros com especificidades de

anticorpos anti-HLA conhecidas, células de referéncia com tipificacdes HLA conhecidas.
AGH: antiglobulina humana.

Alelos nao resolvidos/Ambiguidade: alelos ou gendtipos que nao foram excluidos no resultado

final.

Alvara Sanitario/ Licenca Sanitaria/ Licenca de Funcionamento: documento expedido pelo 6rgao
sanitario competente estadual, municipal ou federal, que libera o funcionamento dos

estabelecimentos que exercam atividades sob regime de vigilancia sanitaria.

Ambiente: espaco fisicamente determinado e especializado para o desenvolvimento de
determinada (s) atividade (s), caracterizado por dimensdes e instalacoes diferenciadas. Um

ambiente pode constituir-se de uma sala ou de uma area.

Amostra biolégica: sangue, linfonodo, baco, células de mucosa bucal, saliva e outros materiais

bioldgicos.

Analito: componente ou constituinte de material ou amostra bioldgica passivel de pesquisa ou

analise por meio de sistema analitico.

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

Area: ambiente aberto, sem paredes, em uma ou mais de suas faces.
ASHI: American Society for Histocompatibility and Immunogenetics.

Auditorias de Acreditacdo: sao auditorias realizadas para a verificacao da aderéncia do sistema
de gestao da qualidade do Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética aos requisitos do
Programa de Acreditacao da Qualidade da ABHI, contemplando todos os requisitos do nivel em

avaliacao.
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Auditorias de renovacao de acreditacdo: sdao auditorias realizadas dentro do periodo de vigéncia
do certificado, que se aplicam ao término do periodo de validade da acreditacdo, apds 24 meses,

contemplando todos os requisitos do nivel em avaliacao.

Balanco alélico (em relagcdo ao NGS): percentual em que um alelo é representado nos dados

brutos em comparacdo com o outro alelo.

Barcode ou tags de indexacdo (em relacdo a NGS): marcacao molecular de amostras com
codigos baseados em sequéncia Unica, consistindo tipicamente de trés ou mais pares de bases

(geralmente na sequéncia do adaptador) permitindo agrupar multiplas amostras.

Biosseguranca: condicao de seguranca alcancada por um conjunto de acées destinadas a prevenir,
controlar, reduzir ou eliminar riscos inerentes as atividades que possam comprometer a salde

humana, animal e o meio ambiente.
CALH: Comissao de Acreditacao de Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética.

Calibracdo: conjunto de operacdoes que estabelece, sob condicdes especificadas, a
correspondéncia entre valores indicados por um instrumento, sistema de medicao ou material de

referéncia, e os valores correspondentes estabelecidos por padrées.

Certificado de Conformidade: documento publico atribuido ao Laboratorio de

Histocompatibilidade e Imunogenética solicitante, emitido pela ABHI.
CGSNT: Coordenacao Geral do Sistema Nacional de Transplantes.

Cliente: pessoa fisica ou juridica para quem o Laboratorio de Histocompatibilidade e
Imunogenética solicitante trabalha. Pode ou nao corresponder ao usuario final. O laboratorio
solicitante, na determinacao das exigéncias a que deve atender, pode identificar outras partes

interessadas pelo seu sistema de gestao da qualidade, além do cliente, a seu critério.

CNCDO: Centrais de Notificacdo, Captacédo e Distribuicdo de Orgdos que sdo unidades executivas
das atividades do Sistema Nacional de Transplantes conforme o Decreto n.° 2.268, de 30 de junho

de 1997, que regulamenta a Lei n.° 9.434, de 4 de fevereiro de 1997.
CNES: Cadastro Nacional de Estabelecimento de Salde.

Cobertura (em relacdao ao NGS): porcentagem de bases chamadas a uma profundidade

predeterminada para uma regiao genomica de interesse.

Controle de Qualidade: técnicas e atividades operacionais utilizadas para monitorar o

cumprimento dos requisitos da qualidade especificados.
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Controle de Qualidade Externo: avaliacdo do desempenho de sistemas analiticos por meio de

testes de proficiéncia, analise de padrées certificados e comparacées interlaboratoriais.

Controle de Qualidade Interno: avaliacdo do desempenho de sistemas analiticos mediante
comparacéOes intralaboratoriais por meio de procedimentos conduzidos simultaneamente aos

exames de rotina.

CIWD: Common, Intermediate and Well-Documented. Sigla em inglés para classificar os alelos HLA
em 4 categorias de frequéncia segundo o catalogo versao 3.0.0, baseado em dados de diversos
registros de doadores no mundo (Hurley CK, et al. 2020. HLA. 1-16. Doi. 10.1111/tan.13811).
Alelos comuns tem frequéncia > 1 em 10.000, intermediarios tem frequéncia > 1 em 100.000 e bem

documentados tem > 5 ocorréncias em pelo menos uma populacao estudada.

DTT [Ditiotreitol (C4H100:S2)]: agente redutor utilizado para quebrar pontes dissulfeto (S-S) em

proteinas, incluindo imunoglobulinas como o IgM.

Dados Brutos: dados dos testes laboratoriais que requerem analise e interpretacao para obtencao
do resultado final.

Doador aparentado: doador consanguineo.
Doador Nao Aparentado: doador ndao consanguineo.

Dropout (em relacdao a NGS): falha de amplificacdo de um dos alelos presente em amostras

heterozigotas.

DSA: anticorpo especifico contra o doador.

EFI: European Federation for Immunogenetics.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay): teste imuno enzimatico.

Especificidade: significa a probabilidade de um teste ser negativo quando um determinado analito

estiver ausente.

Fase pré-analitica: inclui a requisicao do exame pelo médico, a orientacao sobre a coleta, o
procedimento de coleta e identificacao, transporte até o laboratoério, recebimento, registro,

distribuicao e armazenamento da amostra bioldgica até o inicio da realizacao da analise.

Fase analitica: inclui equipamentos, reagentes, corantes, demais materiais € o conjunto de

procedimentos com descricao especifica para cada método utilizado na realizacao das analises.
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Fase pods-analitica: inclui os procedimentos relacionados a obtencao de resultados validos das

analises até a emissao e o envio do laudo.

Flow cell (em relagdo a NGS): uma lamina de vidro com faixas de amostra anexadas e uma
laminula posicionada em cima; pequenos volumes de liquido podem ser bombeados sobre a Flow
cell. Em algumas plataformas, a Flow cell tem primers depositados cujas sequéncias correspondem

a sequéncia do adaptador.

Flow cell (em relacdo ao sequenciamento Nanopore): uma lamina feita de polimero anfifilico
sintético patenteado contendo subunidades de proteina que formam um nanoporo. Essas proteinas
sao incorporadas em uma membrana eletro resistente. Cada nanoporo corresponde a um eletrodo
conectado a um canal e um chip sensor. O eletrodo mede a corrente elétrica que flui através do
nanoporo. As Flow cells Nanopore podem ser reutilizaveis apos a lavagem para remover DNA de

reacoes de sequenciamento anteriores.

Garantia da Qualidade: conjunto de atividades planejadas, sistematizadas e implementadas com o

objetivo de cumprir os requisitos da qualidade especificados.

HLA (Human Leukocyte Antigen) /Antigenos Leucocitarios Humanos: sao os antigenos principais
de histocompatibilidade, que constituem alvo de respostas imunolodgicas (alorreatividade) aos
orgaos, tecidos e células transplantados. A alorreatividade pode ocorrer na via da rejeicao (células
imunologicas do receptor) ou na via da doenca do enxerto contra o hospedeiro (células

imunologicas do doador).

Haploétipos HLA: conjunto de alelos dos genes HLA presentes em um dos cromossomos do par

homologo numero seis.
IgM: Imunoglobulina do isotipo IgM.

IMGT/HLA (www.ebi.ac.uk/imgt/hla/): website especializado em sequéncias de genes do
Complexo Principal de Histocompatibilidade Humano (MHC = Major Histocompatibility Complex).
Inclui as sequéncias oficiais nomeadas pelo Comité de Nomenclatura da OMS para fatores do

Sistema HLA. Esse banco de dados € parte do projeto internacional ImMunoGeneTics (IMGT).
Laboratoério solicitante: € o Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética que deseja
obter sua acreditacao pela ABHI.

Laudo: documento que contém os resultados das analises laboratoriais, validados e autorizados

pelo responsavel técnico ou outro profissional de nivel superior legalmente habilitado.
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Material de controle: reagente ou amostra biolégica que testa a exatidao, precisao ou

funcionalidade de um sistema de teste.

Nao conformidade: ndao atendimento a um requisito do Programa de Acreditacao da Qualidade da
ABHI.

Nanopore: tecnologia de sequenciamento que usa mudancas na condutividade elétrica quando
uma fita de acido nucleico passa por um nanoporo de proteina para determinar a sequéncia de um
polipeptideo de acido nucleico especifico. O nanoporo incorpora dois processos inextricavelmente
ligados: (1) o processo analitico de bancada Umida de preparacao de amostra e biblioteca (que

pode ou nao incluir amplificacao de alvo) e geracao de sequéncia, e (2) o pipeline de informatica

NGS (Next-Generation Sequencing/Sequenciamento de Nova Geracdo): tecnologia de
sequenciamento massivo paralelo que utiliza modelos de molécula Unica ou obtida por
amplificacao clonal, fornecendo extremo rendimento, alta escalabilidade e velocidade. O NGS
incorpora dois processos vinculados: o processo analitico de banco Umido de amostra, preparacao

de biblioteca e geracao de sequéncia e o pipeline de informatica.
NIH: National Institute of Health.

NMDP (National Marrow Donor Program): registro norte-americano de doadores voluntarios de

medula 6ssea.
MS: Ministério da Saude.

Observacgdes: sao sugestdes de melhoria ou dlvidas encontradas pelo auditor durante o processo

de acreditacao. Nao é fator impeditivo para a acreditacao.
OMS: Organizacao Mundial de Salde.
PCR (Polymerase Chain Reaction): reacao em cadeia da polimerase.

Pipeline da Informatica (em relacdo ao sequenciamento de préxima geracdo e/ou terceira
geracao): trabalho computacional através do qual dados brutos de leituras de sequenciamento,
obtidos de uma plataforma particular do NGS, sao processados para obter a genotipagem de HLA.

Os elementos especificos do pipeline incluem: (1) os algoritmos individuais, cada um desempenha
uma tarefa especifica executada por um software em uma ordem especifica (por exemplo,
desmultiplexacdo ou alinhamento de leituras ou genotipagem HLA), (2) a estrutura de
gerenciamento do fluxo de trabalho onde entradas e saidas de diferentes modulos/software sao

devidamente coordenadas, e (3) a infra-estrutura completa do computador, incluindo sistema
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operacional, especificacoes de hardware, seja local ou em nuvem e as bases de dados de

referéncia (IMGT/HLA) para processar grandes volumes de dados NGS de maneira escalavel.

PRA (Panel Reactive Antibody): Reatividade de Anticorpos contra Painel, expressa em percentual
de células do painel contra os quais os anticorpos reagiram. Os ensaios de fase solida (solid
phase immunoassays - SPI) permitem a deteccao das especificidades HLA dos anticorpos presentes

nas amostras de soro do receptor.

PRA Virtual/PRA Calculado: porcentagem de reatividade de anticorpos contra painel calculada a
partir da reacao esperada dos anticorpos especificos detectados no soro ante um painel de

fenotipos HLA.

Precisdo: reprodutibilidade do teste, isto €, corresponde ao grau de dispersao dos resultados de

determinacoes repetidas, em uma mesma amostra.

Primer: oligonucleotideo sintético que se liga por complementaridade, sob condicbes definidas, a

uma sequéncia-alvo de um gene. Um par de primers possibilita a iniciacao da amplificacao do DNA.

Profundidade de cobertura (em relagdao a NGS): nimero de leituras de sequéncias individuais que
se alinham em determinada posicao de nucleotideo, frequentemente considerado para definir a

confiabilidade ou a qualidade da sequéncia.

Prova cruzada virtual: avaliacdo sobre compatibilidade imunolégica baseada no perfil de
aloanticorpos anti-HLA do paciente comparado com os antigenos de histocompatibilidade do

doador, predizendo o resultado do teste prova cruzada.

Quimerismo: presenca de dois ou mais tipos de células geneticamente distintas e com origens

diferentes.

RBI: Rede Brasil de Imunogenética.

REDOME: Registro Nacional de Doadores de Medula Ossea.
REREME: Registro Nacional de Receptores de Medula Ossea.

RT: Responsavel Técnico do Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética nomeado em
regimento interno do Laboratorio. Nao ha a obrigatoriedade de o Responsavel Técnico do
Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética ser o mesmo Responsavel Técnico da

Instituicao na qual o Laboratdrio esta inserido.

Sala: ambiente envolto por paredes em todo o seu perimetro e uma porta.
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SBT (Sequence Based Typing): método de tipificacao molecular que se baseia no sequenciamento

de genes HLA.

Sensibilidade: significa a probabilidade de um teste ser positivo quando um determinado analito

estiver presente.

Sequenciamento de terceira geracdo: tecnologias que oferecem a capacidade de sequenciamento

de moléculas Unicas em tempo real de leituras mais longas.

Sistema de Gestdo da Qualidade: estrutura organizacional, responsabilidades, procedimentos,
atividades, capacidades e recursos que, em conjunto, tém por objetivo assegurar que os

produtos/servicos satisfacam as necessidades e expectativas dos clientes.
SNT: Sistema Nacional de Transplantes.

Sonda: oligonucleotideo sintético que se liga por complementaridade, sob condicdes definidas, e

identifica a presenca de sequéncias-alvo de um gene.

SSO (Sequence Specific Oligonucleotide): método de tipificacao molecular que se baseia na
hibridizacdo de um DNA teste com um conjunto de oligonucleotideos sequéncia-especificos. O
padrao de reatividade do DNA teste com as sondas permite identificar um alelo ou um grupo de

alelos.

SSP (Sequence Specific Primer): método de tipificacdo molecular que se baseia na amplificacao
de um DNA teste com um conjunto de oligonucleotideos iniciadores (primers) sequéncia-
especificos. O padrao de amplificacao do DNA teste com os primers permite identificar um alelo ou

um grupo de alelos.
TCTH: Transplante de células-tronco hematopoiéticas.

Teste qualitativo: ensaio que detecta a presenca ou auséncia de um analito especifico, mas nao

determina a quantidade especifica deste analito.

Teste semiquantitativo: ensaio que nao mede a quantidade precisa de um analito, mas fornece
uma estimativa do quanto o analito detectado esta presente. Os resultados para testes
semiquantitativos podem ser expressos em unidades, intensidade média de fluorescéncia (MFI),
titulos etc. Mesmo que um teste semiquantitativo forneca um resultado numérico, o nimero nao

deve ser interpretado como uma medida quantitativa.

Teste quantitativo: ensaio que mede a quantidade de um analito em uma amostra e relata os

resultados em unidades rastreaveis a um padrao reconhecido.
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Tipificacdo de alta resolucdo: gendtipo HLA de alta resolucdao é definido como um alelo ou
conjunto de alelos que codificam a mesma sequéncia de proteina para o sitio de reconhecimento
antigénico (SRA). Os resultados de tipificacdo HLA de alta resolucdo devem conter apenas um
genotipo sem ambiguidade ou podem conter varios gendtipos alternativos se apenas uma
combinacao incluir dois alelos comuns e/ou intermediarios (CIWD v3.0.0), com excecao de alelos
nulos; gendtipos alternativos contendo alelo nulo listado tanto como comum, intermediario ou bem

documentado devem ser resolvidos.

Tipificacdo de baixa resolucao: gendtipo HLA de baixa resolucdo é definido como suficiente para
atribuir genétipos ao nivel de subtipos soroldgicos. Alguns alelos podem exigir resultados de
genotipo com 2 campos para satisfazer esse requisito. Uma lista de subtipos sorologicos pode ser

acessada em http://hla.alleles.org/nomenclature/index.html.

Tipificacdao de verificacdo/confirmatéria: tipificacao HLA realizada com uma amostra
independente (nova amostra), com a proposta de verificacao da concordancia entre as tipificacoes

inicial e atual. A concordancia nao requer niveis idénticos de resolucao entre as duas tipificacoes.

Validacao: sistema para testar novos métodos ou novos reagentes demonstrando que permitem a
obtencao de resultados com acuracia. A validacdo de um novo método pode ser por comparacao
com resultados de outro laboratério qualificado ou por extensa comparacao com resultados de
outros métodos ja aprovados. A validacao de novos lotes de reagentes ou de diferentes envios do

mesmo lote pode ser feita com amostras cujos resultados ja sao conhecidos.

3. Sistema de Gestao da Qualidade
3.1. Requisitos gerais

O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer, documentar,
implementar e manter um sistema de gestao da qualidade e melhorar continuamente a sua

eficacia de acordo com os requisitos desta norma, assegurando que:

a) Os processos necessarios para o sistema de gestao da qualidade sejam determinados e que as
exigéncias sejam cumpridas;

b) Os critérios e métodos necessarios para garantir a eficacia de operacao e controle desses
processos sejam determinados;

c) Os recursos e as informacdes necessarias para apoiar a operacao desses processos estejam
disponiveis;

d) Sejam tomadas acles necessarias para atingir os resultados planejados e a melhoria continua

desses processos.


http://hla.alleles.org/nomenclature/index.html
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3.2. Requisitos de Documentacéo
3.2.1. Generalidades

O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer e manter politicas e
procedimentos em todas as fases do processo de realizacdo dos exames (pré-analitico, analitico e
pos-analitico), bem como os sistemas gerais do laboratorio.

A documentacao obrigatoéria do sistema de gestao da qualidade deve incluir:

a) Declaracoes documentadas da politica da qualidade e dos objetivos da qualidade;

b) Manual da Qualidade;

¢) Procedimentos documentados requeridos por esta norma.
3.2.2. Manual da Qualidade

O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer e manter um manual da
Qualidade apresentando as diretrizes empregadas para o gerenciamento da qualidade e o escopo
do seu sistema de gestao da qualidade. Este manual deve incluir os procedimentos documentados

estabelecidos para o sistema de gestao da qualidade ou referéncia a eles.
3.2.3. Manual de Procedimentos do Laboratério

3.2.3.1. O manual de procedimentos do Laboratorio de Histocompatibilidade e
Imunogenética é o documento que detalha as atividades, em todos os seus niveis de execucao, de
forma apropriada para o correto entendimento dos colaboradores. A documentacao acima citada
pode ser estabelecida na forma de um manual ou de procedimentos dentro do sistema de gestao

da qualidade.

3.2.3.2. O RT/supervisor geral/diretor deve assegurar que todos os procedimentos
descritos sejam compreendidos e seguidos pela equipe do Laboratério de Histocompatibilidade e

Imunogenética.

3.2.3.3. Instrucdes de uso do fabricante, livros-texto, artigos, manuais e outras
referéncias bibliograficas podem ser utilizados como complemento, mas nao como substituto para

os procedimentos.

3.2.3.4. Os procedimentos devem definir detalhadamente todas as informacoes

referentes a:

a) Coleta, identificacao, transporte, armazenamento, preservacao, requisicao e descarte de
amostras biologicas;

b) Identificacdo de substancias interferentes e de limitacdes da amostra;
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c) Critérios de rejeicao de amostras;

d) Preparo de solucoes, controles, reagentes, corantes, calibradores e outros materiais utilizados
na realizacao dos exames;

e) Calibracao e procedimentos de verificacao de calibracao de equipamentos;

f) Passo a passo dos métodos utilizados para realizacao dos exames;

g) Analise e interpretacao dos resultados;

h) Controle de qualidade para cada tipo de exame;

i)  Critérios de rejeicao dos resultados;

j)  AcOes corretivas quando os resultados dos controles e ou das calibracées nao estao de acordo
com os critérios aceitaveis;

k) Emissao, liberacao e retificacao de laudos.

) Gerenciamento de notificacoes de fornecedores que podem afetar o atendimento clinico.

3.2.3.5. O Manual de Procedimentos deve conter:

a) Lista de todos os tipos de exames realizados;

b) As condutas perante as nao conformidades;

c) As normas de biosseguranca, tais como condutas de seguranca bioldgica, quimica, fisica,
ocupacional e ambiental, instrucdes de uso para os equipamentos de protecao individual (EPI)
e coletiva (EPC), procedimentos em caso de acidentes no manuseio/transporte de amostra
biolégica ou com material perfurocortante;

d) Sugestao: revisoes anuais assinadas e datadas pelo RT.

3.2.4. Cumprimento Legal

O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estar em conformidade com todas as

exigéncias estabelecidas pelas leis federais, estaduais e municipais vigentes, suas atualizacdes ou

outro instrumento legal que vier a substitui-las, entre elas:

a)

Programa de Gerenciamento de Riscos (PGR), conforme norma regulamentadora NR 01 e
Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSO), conforme norma regulamentadora
NR 07, ambos regulamentados pela Portaria MTb n. 3.214 de 08 de junho de 1978 e alteracoes
(Ver redacao Portaria SEPRT n.° 6.730, de 09/03/20);

Seguranca e saude no trabalho em servicos de saude, conforme NR 32 e Portaria do Ministério
do Trabalho 485 de 11 de novembro de 2011 e alteracdes, que estabelece diretrizes basicas
para implementacao de medidas de protecao a seguranca e a saude dos trabalhadores dos

servicos de salde;
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c) Assegurar um ambiente de trabalho seguro e sadio para os colaboradores, com definicao de um

f)

g)

h)

padrao de procedimentos, relacionados ao bem-estar e seguranca dos profissionais, para
prevencao de acidentes com os colaboradores, elencados em todas as Normas Regulamentadora

(NRs de 01 a 38) estabelecidas pelo Ministério do Trabalho;

Programa de Controle Médico de Saude Ocupacional (PCMSO), conforme norma regulamentadora
NR 07 publicada em 29 de dezembro de 1994 pela Portaria 24 da Secretaria de Seguranca e
Saude do Trabalho (SSST-24) do Ministério do Trabalho;

Resolucao da Diretoria Colegiada da ANVISA publicada em 21 de fevereiro de 2002 (RDC 50) e
suas alteracoes (RDC 189 e RDC 307), que dispdoe sobre a regulamentacao técnica para
planejamento, programacao, elaboracdo e avaliacao de projetos fisicos de estabelecimentos

assistenciais de salde;

Resolucao da Diretoria Colegiada da ANVISA, publicada em 1° de dezembro de 2009 (RDC 61),
que dispde sobre a regulamentacdao técnica para o funcionamento dos Laboratorios de

Histocompatibilidade e Imunogenética com atividades para fins de transplantes;

Portaria Consolidada n° 4 de 28 de setembro de 2017, que dispde sobre a regulamentacao
técnica do Sistema Nacional de Transplantes (SNT), Anexo 9 do Anexo | dos Laboratorios de

Histocompatibilidade e Imunogenética (pagina 82/168);

Resolucao da Diretoria Colegiada da ANVISA, publicada em 22 de marco de 2018 (RDC 222), que

dispoe sobre Plano de Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude (PGRSS).

3.2.5. Controle de Documentos

Os documentos requeridos pelo sistema de gestao da qualidade devem ser controlados.

Um procedimento documentado deve ser estabelecido para definir os controles necessarios para:

a)

Aprovar documentos quanto a sua adequacao, antes de sua emissao;

Analisar criticamente e atualizar, quando necessario, e reaprovar documentos. Nenhum
documento deve ser modificado sem autorizacao prévia do responsavel técnico;

Assegurar que as alteracoes e a situacao da revisao atual dos documentos sejam identificadas;
Assegurar que as versoes pertinentes de documentos aplicaveis estejam disponiveis nos locais
de uso;

Assegurar que os documentos permanecam legiveis e prontamente identificaveis;

Assegurar que documentos de origem externa sejam identificados e que sua distribuicao seja
controlada;

Evitar o uso nao intencional de documentos obsoletos e aplicar identificacao adequada nos

casos em que forem retidos por qualquer propdsito;
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h) Os documentos devem ser revisados anualmente.

3.2.6. Controle de Registros

Registros devem ser estabelecidos e mantidos para prover evidéncias da conformidade com
requisitos e da operacao eficaz do sistema de gestao da qualidade, bem como para possibilitar o
rastreamento de informacdes para investigacao de qualquer suspeita de desvio da qualidade.
Registros devem ser mantidos legiveis, prontamente identificaveis e recuperaveis. Um
procedimento documentado deve ser estabelecido para definir os controles necessarios para
identificacao, armazenamento, protecdao, recuperacao, tempo de retencdao e descarte dos
registros.

Alteracoes feitas em registros devem ser assinadas e datadas pelo Responsavel Técnico ou pessoa
por ele designada, possibilitando a sua leitura original e, conforme o caso, ser registrado o motivo

de tais alteracoes.

Nota: Os dados podem ser registrados pelo sistema de processamento eletrénico de dados ou por

meios fotogrdficos ou outras formas confidveis, em conformidade com a legislacGo em vigor.

4, Responsabilidade da Direcao
4.1. Comprometimento da Direcao

O RT, juntamente com a direcao do laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética, deve
fornecer evidéncia do seu comprometimento com o desenvolvimento e a implementacao do

sistema de gestao da qualidade e com a melhoria da sua eficacia:

a) Prevendo e provendo recursos financeiros, humanos e materiais necessarios ao funcionamento
do Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética;

b) Garantindo condicées para o cumprimento das atribuicoes gerais de todos os envolvidos,
visando prioritariamente qualidade, eficacia e seguranca;

c) Gerenciando aspectos técnico-administrativos das atividades executadas;

d) Zelando pelo cumprimento das diretrizes de qualidade estabelecidas nesta norma;

e) Assegurando a atualizacao dos conhecimentos técnico-cientificos relacionados as atividades do
Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética;

f) Garantindo a qualidade dos procedimentos;

g) Estabelecendo a politica e os objetivos da qualidade;

h) Favorecendo e incentivando programas de educacao continuada para todos os envolvidos nas
atividades realizadas no Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética;

i)  Conduzindo as analises criticas pela direcao.
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4.2. Politica da Qualidade

O RT/supervisor geral/diretor deve assegurar que a politica da qualidade:

a) Seja apropriada ao proposito do Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética;

b) Inclua um comprometimento com o atendimento aos requisitos e com a melhoria continua da
eficacia do sistema de gestao da qualidade;

c) Proporcione uma estrutura para estabelecimento e analise critica dos objetivos da qualidade;

d) Seja comunicada e entendida por toda organizacao;

e) Seja analisada criticamente para manutencao de sua adequacao.
4.3. Objetivos da Qualidade

4.3.1. O RT/supervisor geral/diretor deve assegurar que os objetivos da qualidade,
incluindo aqueles necessarios para atender aos requisitos do produto/servico, sejam estabelecidos
nas funcées e nos niveis pertinentes da organizacdao. Os objetivos da qualidade devem ser

mensuraveis e coerentes com a politica da qualidade.

4.3.2. O RT/supervisor geral/diretor deve assegurar que seja implementado um sistema de
medicao dos indicadores de qualidade definidos e que haja acompanhamento da sua evolucao,

para verificar o atendimento dos objetivos da qualidade.
4.4, Responsabilidade e Autoridade

O RT/supervisor geral/diretor deve assegurar que as responsabilidades e autoridades sejam
definidas, comunicadas e compreendidas pelos profissionais envolvidos nas atividades do

Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética.
4.4.1 Estrutura Organizacional

O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve:

a) Ter um organograma que demonstre sua estrutura organizacional com equipe de profissionais
adequada para garantir que o produto/servico por ele realizado esteja de acordo com os
requisitos desta norma;

b) Contar com pessoal qualificado e em quantidade suficiente para o desempenho de todas as
atividades;

c) Contar com profissional capacitado para as atividades de controle de qualidade.

4.4.2. Responsavel Técnico/Supervisor geral/Diretor
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O Responsavel Técnico/Supervisor geral/Diretor é o responsavel pela supervisao das atividades

executadas, devendo possuir conhecimentos cientificos na area de histocompatibilidade. Sao

inerentes a este profissional as seguintes atribuicoes:

a)

f)

g)

h)

J)

k)

Ser responsavel por todas as operacdes e administracao do laboratorio, que dispoe sobre o
recrutamento de funcionarios competentes para a execucao, analise, interpretacao e envio de
resultados com acuracia e proficiéncia e em tempo habil, além de assegurar que todas as
atividades e os servicos prestados estejam em conformidade com os critérios estabelecidos no
laboratério e dentro dos regulamentos aplicaveis;

Assegurar a qualidade dos testes de histocompatibilidade nas fases pré-analitica, analitica e
pos-analitica;

Assegurar que as instalacoes fisicas e as condicbes ambientais do laboratério sejam
apropriadas para os tipos de testes realizados e proporcionem um ambiente seguro no qual os
funcionarios estejam protegidos de riscos fisicos, quimicos e bioldgicos;

Assegurar que os métodos selecionados para a realizacao dos testes de histocompatibilidade
sejam capazes de fornecer com qualidade os tipos de resultados necessarios para o uso clinico
e possibilitem, desse modo, o atendimento de exceléncia ao receptor de érgaos solidos ou de
células-tronco hematopoéticas;

Estabelecer procedimentos de controle e de garantia da qualidade que permitam a
identificacao e a correcao de erros assegurando a qualidade dos servicos prestados;

Assegurar que a equipe técnica siga os procedimentos operacionais e as instrucdes escritas
estabelecidas no laboratorio de modo a garantir a acuracia e confiabilidade dos resultados;
Assegurar que o laboratorio participe de teste (s) de proficiéncia (s) e estabelecer um plano de
acoes corretivas se os relatorios de desempenho mostrarem resultados nao satisfatorios;
Assegurar que acles corretivas sejam empregadas e documentadas sempre que houver
qualquer tipo de ocorréncia no laboratorio;

Disponibilizar consulta aos clientes do laboratério com respeito a qualidade e aos tipos de
testes realizados, os tipos de testes que devem ser solicitados para atender as necessidades
clinicas, bem como a interpretacao dos resultados nas condicoes especificas de cada receptor
de 6rgaos solidos ou de células-tronco hematopoéticas;

Estabelecer procedimentos para monitorar os colaboradores que realizam as etapas pré-
analitica, analitica e pos-analitica dos testes, a fim de assegurar que estejam executando com
competéncia as suas atividades e, quando necessario, identificar necessidades de reforco no
treinamento e (ou) na educacao continuada;

Assegurar que sejam documentados as qualificacdes e os treinamentos dos funcionarios para as

funcoes exercidas;
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y

m)

Assegurar a existéncia de um manual de procedimentos sempre atualizado e a sua
disponibilidade para todos os funcionarios;

Designar e documentar as responsabilidades e os deveres de cada membro da equipe
identificando os procedimentos que cada colaborador esta autorizado a executar. Designar os
membros da equipe que estao capacitados para liberar resultados de testes realizados na sua
auséncia;

Assegurar que cada membro da equipe técnica tenha acesso a educacao continuada relevante
para sua area de atividade na histocompatibilidade e imunogenética;

Assegurar que os laudos dos testes de histocompatibilidade incluam todas as informacoes

pertinentes para a interpretacao correta dos resultados;

Realizar ou designar responsavel para realizar auditorias internas, visando o cumprimento dos

procedimentos da qualidade;

Estar disponivel no laboratorio para fornecer orientacao no local.

4.4.3. Supervisor Técnico/Responsavel Técnico Substituto (Opcional)

Sao inerentes a este profissional as seguintes atribuicdes:

a)

b)

c)

e)

f)

g)

h)

Assessorar o RT/supervisor geral/diretor no controle das atividades técnico-cientificas do
laboratorio;

Assessorar o RT/supervisor geral/diretor na selecao dos métodos apropriados para cada tipo de
teste realizado no laboratorio;

Verificar os procedimentos dos testes realizados no laboratério e estabelecer as caracteristicas
de desempenho incluindo a precisao e a acuracia de cada teste;

Analisar os relatérios dos testes de proficiéncia (s), assegurar que todos os membros da equipe
tomem conhecimento dos resultados e que acdes corretivas sejam realizadas quando
pertinente;

Monitorar para que todas as acles pertinentes aos programas de controle e de garantia da
qualidade estabelecidas pelo laboratoério sejam executadas;

Assessorar a equipe do laboratério na resolucao de problemas técnicos e solicitar parecer do
RT/supervisor geral/diretor quando necessario;

Na ocorréncia de problemas técnicos, assegurar que os laudos nao sejam emitidos até as acoes
corretivas serem executadas e o sistema estiver funcionando apropriadamente;

Assegurar treinamento de cada membro da equipe para o tipo e complexidade de
procedimentos realizados, e identificar a necessidade de reforco de treinamento e (ou) de

educacao continuada;
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i)

3)

Assessorar o RT/supervisor geral/Diretor na avaliacdo e documentacao da competéncia de
toda a equipe técnica;

Preparar laudos com os resultados dos testes e envia-los com a aprovacao do RT/supervisor
geral/Diretor do laboratorio. O RT pode autorizar o supervisor a enviar laudos na sua

auséncia.

4.4.4. Representante da Direcao

O RT/supervisor geral/Diretor deve indicar um membro do Laboratério de Histocompatibilidade e

Imunogenética que, independentemente de outras atribuicbes, deve ter responsabilidade e

autoridade para:

a)

b)

Assegurar que 0s processos necessarios para o sistema de gestao da qualidade sejam
estabelecidos, implementados e mantidos;

Relatar ao RT/supervisor geral/Diretor o desempenho do sistema de gestao da qualidade e
qualquer necessidade de melhoria;

Assegurar a promocao da conscientizacao sobre os requisitos do cliente em toda a organizacao.
4.4.5. Equipe Técnica

4.4.5.1. Os membros da equipe técnica sdao responsaveis pelo processamento das

amostras, pela realizacao dos testes de histocompatibilidade e imunogenética e pelo relato dos

resultados dos testes.

4.4.5.2. Cada colaborador realiza somente os testes, ou etapas desses testes, para os

quais estdao autorizados pelo Responsavel Técnico/Supervisor geral/Diretor de acordo com a

formacao e o treinamento recebido.

a)

4.4.5.3. Todos os membros da equipe técnica devem:

Seguir os procedimentos operacionais padronizados pelo laboratério para o manuseio e
processamento de amostras, execucao dos testes de histocompatibilidade e imunogenética,
analise, interpretacao, registros e relatos de resultados;

Manter registros que demonstrem que as amostras dos testes de proficiéncia sao testadas do
mesmo modo que as amostras dos receptores;

Aderir as politicas de controle e garantia da qualidade estabelecidas pelo laboratério, e
documentar todas as atividades realizadas que estdo relacionadas ao programa da qualidade;
Ser treinados de acordo com as funcdes exercidas e setores em que participam (apresentar

evidéncias dos treinamentos);
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e)

f)

g)

h)

J)

Seguir as politicas e os procedimentos estabelecidos sempre que os sistemas dos testes nao
estejam dentro dos niveis aceitaveis de desempenho determinados pelo laboratorio;
Demonstrar capacidade de identificar problemas que podem ter efeitos adversos no
desempenho dos testes ou no relato dos resultados, e de corrigir os problemas ou notificar
imediatamente o supervisor e na sua auséncia notificar o Responsavel Técnico/Supervisor
geral/Diretor;

Documentar todas as acdes corretivas tomadas quando os sistemas de testes se desviam das
especificacoes de desempenho estabelecidas pelo laboratério;

Documentar as acoes corretivas tomadas quando houver qualquer tipo de erro técnico;

Na ocorréncia de qualquer problema técnico, consultar o supervisor ou o RT, os quais devem
estar acessiveis em tempo integral (pessoalmente, por telefone ou por comunicacao
eletronica) enquanto testes de alta complexidade estao sendo realizados;

Se testes de histocompatibilidade para transplante de 6rgaos de doador falecido sao realizados
pelo laboratorio, devera haver uma escala da equipe técnica para disponibilizar atendimento

24 horas por dia durante os 7 (sete) dias da semana.

4.5. Andlise Critica pela Direcao

4.5.1. Generalidades

O Responsavel Técnico/Supervisor geral/Diretor, deve analisar criticamente o sistema de gestao da

qualidade do Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética, semestralmente, para

assegurar sua continua pertinéncia, adequacdo e eficacia. Essa analise critica deve incluir a

avaliacao de oportunidades para melhorias e necessidade de mudancas no sistema de gestao da

qualidade, incluindo a politica da qualidade e os objetivos da qualidade. Devem ser mantidos

registros das analises criticas pelo RT/supervisor geral/Diretor.

4.5.2. Entradas para a Analise Critica

As entradas para a analise critica pela direcao devem incluir:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)

Resultados de auditorias internas e externas;

Analise dos resultados dos testes de proficiéncia;

NUmero de exames realizados;

Indicadores de qualidade

Avaliacao dos servicos do laboratorio pelos clientes;

Situacao das acodes corretivas e preventivas;

Acompanhamento das acdes oriundas de analises criticas anteriores;

Mudancas que possam afetar o sistema de gestao da qualidade;
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i) Recomendacdes para melhoria;

j) Necessidade de recursos de infraestrutura, ambiente de trabalho ou humanos.
5. Gestdo de Recursos
5.1. Provisao de Recursos

O Laboratoério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve determinar e prover recursos
necessarios para implementar e manter o sistema de gestdao da qualidade e melhorar

continuamente sua eficacia.
5.2. Recursos Humanos

5.2.1. Exigéncias

5.2.1.1. O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve possuir um

organograma funcional com a sua respectiva equipe técnica e administrativa.

5.2.1.2. RT/ Supervisor Geral / Diretor e RT Substituto (opcional), devem ter as

seguintes qualificacoes:

Graduacdo em medicina, farmacia e bioquimica, biomedicina ou biologia.

a) Titulo de especialista em histocompatibilidade emitido pela ABHI e (ou) ASHI e (ou) EFI;

b) Treinamento pelo periodo minimo de trés anos em um Laboratoério de Histocompatibilidade e
Imunogenética, nacional ou internacional, que esteja estabelecido ha, no minimo, 10 (dez)
anos, com RT/supervisor geral/diretor titulado pela ABHI e (ou) ASHI e (ou) EFI e credenciado
pelo MS (quando se tratar de laboratério nacional);

c¢) Educacado continuada anual comprovada por meio de participacdo em congressos, simposios,
cursos e (ou) reunidao local, regional, nacional e (ou) internacional na area de

histocompatibilidade.

5.2.1.2.1. O Responsavel Técnico/Supervisor Geral/Diretor pode atuar como
Consultor Clinico se preencher os requisitos estabelecidos no item 5.2.1.2. Para qualificar-se, &
necessario apresentar um portfélio que inclua pelo menos 10 casos de transplante de 6rgaos solidos
e ou pelo menos 10 casos de transplante de células-tronco hematopoiéticas que serviram de apoio
para tomada de decisdao quanto a escolha do doador para equipes de transplante. No caso de
transplante de células-tronco hematopoiéticas documentar 10 casos para cada tipo de doador

selecionado (aparentado, nao aparentado ou haploidéntico).

5.2.1.3. Supervisor Técnico, deve ter as seguintes qualificacoes:
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a) Graduacao em medicina, farmacia e bioquimica, biomedicina ou biologia;

b) Treinamento e experiéncia em todos os métodos e tipos de testes de histocompatibilidade que
estao sob sua responsabilidade de modo que possa exercer a supervisao da equipe técnica e
das atividades por ela realizadas;

c¢) Educacao continuada anual comprovada por meio de participacdo em congressos, simposios,
cursos e (ou) reuniao local, regional, nacional e (ou) internacional na area de
histocompatibilidade.

5.2.1.4. Equipe Técnica de Nivel Superior, deve ter as seguintes qualificacdes:

a) Graduacao em medicina, farmacia e bioquimica, biomedicina ou biologia;

b) Evidéncias dos treinamentos internos ou externos das rotinas laboratoriais que executa;

c¢) Educacao continuada anual comprovada por meio de participacdo em congressos, simposios,
cursos e (ou) reunidao local, regional, nacional e (ou) internacional na area de
histocompatibilidade.

5.2.1.5. Equipe Técnica de Nivel Médio (opcional), deve ter as seguintes qualificacoes:

a) Formacao no ensino médio;

b) Formacao em Curso de Técnico em Laboratério de Analises Clinicas ou Curso de Técnico em
Patologia Clinica;

c) Evidéncias dos treinamentos internos ou externos das rotinas laboratoriais que executa.

5.2.1.6. Outros Profissionais

Recursos humanos, tais como administradores, secretarias, servicos gerais e outros, com

qualificacdo adequada e numero suficiente para assegurar a exceléncia dos servicos prestados pelo

Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética.

5.2.2. Conscientizacdo e Treinamento

O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve:

a)

b)

Estabelecer e escrever os critérios e procedimentos para avaliar e documentar a competéncia
técnica da equipe;

Documentar o desempenho dos funcionarios responsaveis pelos testes de amostras dos
pacientes pelo menos semestralmente durante o 1° ano, ao menos anualmente apds o 1° ano e
sempre que a metodologia ou equipamentos mudarem. A avalicdo de competéncia técnica do

funcionario deve incluir:
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e)

f)

e Observacoes do desempenho nas rotinas considerando desde o preparo de amostra,

processamento e técnica realizada;

¢ Monitoramento da interpretacao e liberacao dos resultados dos testes;

e Revisao de registros de controle de qualidade, resultados de testes de proficiéncia e
registros de manutencao preventiva;

e Observacao sobre controle de manutencao de instrumento e verificacdes de funcoes;

e Avaliacao do desempenho através de amostras de teste cego interno ou amostras de
teste de proficiéncia externas;

e Avaliacao das habilidades de resolucao de problemas.

Pelo menos uma vez por ano, cada funcionario deve testar uma amostra “cega” para cada tipo
de técnica que ele realizar. O laboratério deve manter registros desses resultados para cada
funcionario por um periodo minimo de dois anos.

Determinar e fornecer treinamento ao pessoal que executa trabalhos que afetam a qualidade
do laboratorio, incluindo instrucoes de higiene relevantes as suas atividades, além de
motivacao para a manutencao dos padroes de qualidade;

Assegurar que o pessoal esteja consciente quanto ao conceito de garantia da qualidade e a
pertinéncia e importancia de suas atividades e de como elas contribuem para atingir os
objetivos da qualidade;

Manter registros apropriados dos treinamentos realizados.
5.2.3. Saude, Higiene, Vestuario e Conduta

A admissao dos funcionarios deve ser precedida de exames médicos, sendo obrigatéria a
realizacao de avaliacbes médicas periodicas dos funcionarios, atendendo ao Programa de
Controle Médico de Saude Ocupacional - PCMSO;

Em caso de suspeita ou confirmacao de enfermidade ou lesao exposta, o funcionario deve ser
afastado temporaria ou definitivamente de suas atividades;

Todos os funcionarios devem ser orientados quanto as praticas de higiene pessoal. Visitantes e
pessoas nao treinadas nao devem ter acesso as areas controladas. Sendo necessario, essas
pessoas devem ser antecipadamente informadas sobre a conduta, higiene pessoal e uso de
vestimentas protetoras e devem ser acompanhadas por pessoal autorizado;

Todos os funcionarios devem ser instruidos e incentivados a reportar aos seus superiores
imediatos quaisquer condicées de risco relativas ao produto, ambiente, equipamento ou

pessoal.

5.3. Infraestrutura e Ambiente de Trabalho
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5.3.1. Instala¢oes

5.3.1.1. As instalacoes do Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética,
conforme as leis federais, estaduais e municipais supracitadas, devem ser construidas de forma a

permitir:

a) Fluxo adequado dos materiais, amostras bioldgicas e dos profissionais;

b) Armazenagem de registros de exames de receptores/doadores e de registros de procedimentos
de controle e garantia da qualidade pelo prazo minimo de cinco anos para receptores e até a
idade maxima em que se permita a doacao de medula 6ssea para os doadores voluntarios. O
Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética podera armazenar todos os registros com
tempo superior a 2 (dois) anos fora de suas instalacoes, desde que o sistema de rastreabilidade
permaneca garantido. As terceirizacbes de armazenamento de registros devem ser
formalizadas por contrato de terceirizacao com o prestador do servico;

c) Espaco para freezers e refrigeradores que armazenam reagentes e amostras bioldgicas;

d) Espaco para equipamentos e bancadas de trabalho necessarias a execucdao dos métodos
utilizados;

e) Ventilacao e iluminacao adequadas;

f) Fornecimento ininterrupto de energia para equipamentos de uso essencial, principalmente
aqueles utilizados para armazenamento de reagentes e amostras biologicas usados nos testes

para selecao de receptores de 6rgaos de doador falecido.

5.3.1.2. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve possuir um
memorial descritivo ou preferencialmente uma planta da area fisica que identifique cada sala,
bem como a localizacao das bancadas de trabalho e seus respectivos equipamentos. Este memorial
ou planta deve ser atualizado sempre que houver insercao ou mudancas estruturais e (ou) de

equipamentos.

5.3.1.3. Se o Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética fizer parte de
estabelecimento assistencial de saude podera utilizar a infraestrutura geral do servico onde estiver
instalado, tais como copa, lavanderia, higienizacao e esterilizacao de materiais, almoxarifado,
coleta de amostras bioldgicas, coleta de residuos, sala de utilidades, gerador de energia e outros
servicos de apoio. Se as atividades de apoio nao forem executadas diretamente pelo Laboratorio
de Histocompatibilidade e Imunogenética ou pelo estabelecimento assistencial de saide devem ser

formalizadas por contrato de terceirizacao com o prestador do servico.

5.3.1.4. Requisitos para funcionamento de Laboratério de Histocompatibilidade e
Imunogenética baseiam-se na barreira fisica para separacao das areas pré e pos-PCR com o

objetivo de evitar contaminacao com acidos nucleicos. Os requisitos minimos sdo os seguintes:
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a)

f)

g)

h)

Sala para procedimentos de pré-PCR (auséncia de material amplificado) composta por area de
paramentacao, area de extracdo de DNA, area de preparo da reacao de PCR e area para
armazenamento de amostras de DNA nao amplificado;

Sala para procedimentos de pds-PCR (presenca de material amplificado) composta por area de
paramentacao; area para execucao das etapas de amplificacdo (termocicladores) e p6s-PCR de
acordo com os métodos utilizados e area para armazenamento de DNA amplificado;

O setor de Sorologia pode estar instalado em sala exclusiva ou na sala pré-PCR ou na sala pods-
PCR. Quando nao houver setor exclusivo, se possivel, dar preferéncia para sua instalacao
dentro da area pré-PCR;

Preparo de reagentes e de solucdes pode estar instalado em sala exclusiva ou na sala pré-PCR
ou ainda na Sorologia quando esta nao for compartilhada com a sala de po6s-PCR;

Dispor de refrigeradores e freezers para armazenamento exclusivo de amostras e
refrigeradores e freezers para armazenamento exclusivo de reagentes. Quando isso nao for
possivel, o refrigerador ou freezer deve ser organizado em prateleiras/gavetas exclusivas para
amostras e prateleiras/gavetas exclusivas para reagentes, sendo amostras bioldgicas alocadas
abaixo de prateleiras/gavetas aos quais estao alocados reagentes;

Os refrigeradores e freezers para armazenamento de amostras e reagentes utilizados nos
procedimentos pré-PCR podem estar em sala exclusiva ou na sala pré-PCR ou ainda na
sorologia quando esta nao for compartilhada com a sala p6s-PCR. E os refrigeradores e
freezers para armazenamento de amostras amplificadas e reagentes utilizados nos
procedimentos pos-PCR devem estar na (s) sala (s) de procedimentos pos-PCR;

Todos os equipamentos, materiais e reagentes utilizados na sala de pos-PCR devem ser de uso
exclusivo dela e nao podem ser introduzidos e nem circular na sala de pré-PCR e tampouco nos
demais ambientes do Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética. Do mesmo modo,
todos os equipamentos, materiais e reagentes utilizados na sala de Pré-PCR devem ser de uso
exclusivo dela;

Estabelecer um plano sistematico de limpeza da area fisica e dos equipamentos. Manter
procedimentos escritos sobre estas condutas e manter registros que permitam monitorar a
execucao das mesmas e tomar providéncias ante as nao conformidades;

Estabelecer um plano de descarte de residuos em conformidade com o Plano de

Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude (PGRSS) vigente.

5.3.2. Equipamentos e Instrumentos - Manutencado, Calibracdo e Verificacao da

Calibragao
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5.3.2.1. O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve dispor de

equipamentos e instrumentos de acordo com a complexidade dos servicos prestados e necessarios

ao atendimento da sua demanda.

5.3.2.2. Equipamentos e instrumentos utilizados, nacionais e importados, devem estar

regularizados junto a ANVISA/MS, de acordo com a legislacao vigente.

5.3.2.3. Aquisicao, manutencao e utilizacao de todos os equipamentos e instrumentos
devem estar incluidas no sistema de gestao da qualidade, sendo os dois Ultimos de acordo com as
orientacoes do fabricante. As planilhas de controle dessas rotinas devem estar disponiveis para
consulta.

5.3.2.4. Os registros das manutencdes preventivas e corretivas devem ser realizados e

mantidos de acordo com instrucdes do fabricante.

5.3.2.5. Os instrumentos que medem a temperatura, o tempo e o volume devem ser
calibrados ou ter verificacao de sua calibracao por meio de um instrumento calibrado com o seu
respectivo certificado, a intervalos regulares, de acordo com o seu uso, mantendo os respectivos
registros. Os equipamentos de medicao devem ser calibrados a intervalos especificados contra
padroes de medicao rastreaveis a padroes de medicao internacionais ou nacionais - Rede Brasileira
de Calibracao (RBC) do INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia Normalizacao e Qualidade).

5.3.2.6. Os equipamentos e instrumentos devem ser verificados ou calibrados em
intervalos regulares de acordo com instrucdes do fabricante, e estas acOes devem ser

documentadas.

5.3.2.7. Os equipamentos que necessitam funcionar com temperatura controlada
devem possuir registro diario de verificacdo da temperatura. O laboratério deve estabelecer a

amplitude de valores aceitaveis para essas variacoes de temperatura.

5.3.2.8. O laboratorio deve tomar providéncias sempre que os limites aceitaveis de
variacao da temperatura dos equipamentos, refrigeradores e congeladores forem ultrapassados,

inclusive a avaliacao da integridade dos materiais neles armazenados.

5.3.2.9. A temperatura de banhos-maria, estufas, blocos térmicos, componentes dos

equipamentos automatizados deve ser verificada e registrada diariamente ou antes do uso.

5.3.2.10. O laboratério deve ter uma lista dos equipamentos em uso incluindo os
equipamentos de terceiros que lhe sao confiados, independente de haver contrato comercial entre
as partes. Os equipamentos devem estar identificados com uma etiqueta afixada em local visivel, e

esta deve conter, no minimo, as seguintes informacoes:
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a) Data da ultima verificacao/calibracao, quando pertinente;
b) Data da proxima verificacao/calibracdo ou a periodicidade;
c) Equipamentos fora de uso ou sem condicoes de uso devem ser identificados como tal.

5.3.2.11. O laboratério deve ter para todos os equipamentos e instrumentos as

seguintes instrucdes escritas:

a)
b)
c)
d)

e)

Funcionamento;

Verificacao da calibracao, quando pertinente;

Limpeza e manutencao;

Possiveis causas de mau funcionamento e respectivas acoes corretivas;

Controle de temperaturas dos equipamentos, refrigeradores e freezers, mantendo registro das

medicoes realizadas.

Observacao: Os itens a b, ¢ e d podem ser substituidos pelo manual do fabricante ou do

fornecedor, desde que escrito na lingua portuguesa.

5.3.2.12. Todos os fornecedores de servicos de verificacao da calibracao ou de

manutencao de equipamento devem ser qualificados para os servicos ofertados.

5.3.2.13. A calibracdo de todos os equipamentos utilizados para mensuracoes

quantitativas deve ser realizada de acordo com o indicado pelo fabricante e documentada. Estes

procedimentos de calibracao devem:

a)
b)

c)

d)

e)

f)

Seguir as instrucdes do fabricante do sistema de teste (kits), quando fornecidas;

Usar materiais de calibracao fornecidos ou indicados como adequados para o teste e, se
possivel, com base em um método ou material de referéncia de valor conhecido;

Ser realizados com, no minimo, a frequéncia recomendada pelo fabricante;

Utilizar os critérios verificados ou estabelecidos pelo laboratério durante a validacao;

Incluir nimero, tipo e concentracao de materiais de calibracdo, bem como os limites
aceitaveis para calibracdo e frequéncia da calibracdo, conforme estabelecido pelo Laboratorio
de Histocompatibilidade e Imunogenética;

Repetir obrigatoriamente a calibracao e a documentacao se a verificacao nao estiver dentro

dos limites aceitaveis.

5.3.2.14. Para dispensadores volumétricos, como seringas tipo Hamilton, que nao

podem ser calibrados, verificar e documentar os volumes dispensados, de acordo com o

procedimento, a cada 6 (seis) meses.
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5.3.2.15. Para termocicladores, as temperaturas alvo apropriadas devem ser

alcancadas. A exatidao dessas temperaturas deve ser verificada e documentada pelo menos a cada

12 (doze) meses.

5.3.2.16. Para citometros de fluxo e analisadores de fluxo para uso exclusivo com

microesferas (Luminex), os procedimentos de padronizacao e calibracao devem seguir as seguintes

orientacoes, conforme aplicavel:

a)

c)

Incluir um padrao 6ptico composto de esferas de latex ou outras particulas uniformes, para
garantir a focalizacao e o alinhamento apropriados de todas as lentes em ambos os caminhos
da fonte de luz excitadora e dos detectores de sinal (por exemplo, dispersao da luz e
fluorescéncia);

Incluir um padrao fluorescente para cada fluorocromo a fim de garantir a deteccao adequada
do sinal fluorescente. Esses padroes fluorescentes podem ser incorporados nas esferas ou em
outras particulas usadas para padronizacao optica ou pode ser uma esfera separada ou uma
preparacao de células fixadas;

Correr ambos os padroes oticos e fluorescentes no minimo uma vez por semana, ou de acordo
com o recomendado pelo fabricante, e sempre que ocorrer manutencao, ajustes ou problemas
que possam afetar o bom funcionamento do equipamento;

Registrar e monitorar os resultados de focalizacao optica e do alinhamento dentro da
periodicidade estabelecida pelo Laboratoério de Histocompatibilidade e Imunogenética, seja
através de formularios (citdbmetros analdgicos) ou relatorios emitidos pelo equipamento
(citometros digitais);

Estabelecer os limites aceitaveis dos valores de resultados da padronizacdo optica e
fluorescente para todos os sinais relevantes de cada instrumento utilizado. O Laboratorio de
Histocompatibilidade e Imunogenética deve ter um procedimento escrito detalhando a acao

corretiva a ser tomada quando um valor especifico nao for alcancado.

5.3.2.17. Para leitora de ELISA, os procedimentos de padronizacao e calibracao devem

seguir as seguintes orientacoes:

a)

b)

Demonstrar que a fonte de luz e o filtro da leitora de placa produzem a intensidade e o
comprimento de onda de luz necessarios para o sistema de teste;

Realizar e documentar calibracao, verificacao do alinhamento da placa, movimento e
linearidade do equipamento conforme instrucées do fabricante pelo menos uma vez a cada seis
meses;

Verificar e documentar o desempenho da lavadora de microplacas uma vez por més.
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5.3.3. Computadores e Programas (Softwares)

5.3.3.1. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve ter quantidade
suficiente de equipamentos de informatica com capacidade para processamento adequado e
armazenamento de dados para o bom desempenho da logistica interna. Esses equipamentos devem

ter manutencao perioddica e registros dos servicos e atualizacoes realizados.

5.3.3.2. O laboratorio deve ter um termo de compromisso, redigido em linguagem
clara e acessivel, que deve ser assinado por todo prestador de servicos de informatica,
assegurando a confidencialidade, a fidedignidade, o controle e monitoramento e o rastreamento
dos dados.

5.3.3.3. Os programas de computador e as respectivas versoes atualizadas que sejam
utilizadas para analise devem ser validados quanto a exatidao e precisao do resultado obtido no
teste, e esta validacao deve ser documentada antes da liberacao de resultados. O laboratério pode
atender a este requisito realizando analise paralela, de uma bateria de exames, usando o

programa antigo e o novo ou utilizando a versao antiga e a nova do mesmo programa.

5.3.3.4. Os programas de computador utilizados na operacionalizacdao do Laboratorio
de Histocompatibilidade e Imunogenética devem ter controle de versao vigente e seus conteldos
apresentarem sistematica de backup ou copia periodica interna e externa, prezando o

armazenamento dos dados.

6. Requisitos Técnicos

6.1. Teste de Proficiéncia Externo da ABHI
6.1.1. Regras para participacao no Teste de Proficiéncia Externo da ABHI

6.1.1.1. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve participar do
teste de proficiéncia externo da ABHI em todos os métodos utilizados na rotina do laboratério
(tipificacao HLA Baixa/Média e (ou) Alta Resolucao, Prova Cruzada de Linfocitos e (ou) Pesquisa de

Anticorpos anti-HLA).

6.1.1.2. Os procedimentos (reagentes e estratégias) empregados na realizacao dos
testes de proficiéncia devem ser os mesmos utilizados pelo Laboratério de Histocompatibilidade e

Imunogenética para as amostras de rotina dos receptores e doadores.

6.1.1.3. O laboratodrio que realizar tipificacao HLA de alta resolucao deve participar do

teste de proficiéncia externo de alta resolucdo oferecido pela ABHI.
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6.1.1.4. Nao é permitida a comunicacdao a respeito de resultados de testes de
proficiéncia entre os laboratorios participantes antes de o prazo final para envio dos resultados ter

expirado. Esta determinacao se aplica também aos RTs de 2 (dois) ou mais laboratérios.

6.1.1.5. Nao é permitido aos Laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética
participantes de testes de proficiéncia fornecer a outros laboratérios as amostras recebidas para

testagem da rodada em andamento.

6.1.1.6. Devem ser documentadas e arquivadas no Laboratoério de Histocompatibilidade
e Imunogenética, pelo prazo minimo de dois anos, todas as etapas referentes aos exames
realizados com amostras dos testes de proficiéncia. A documentacao inclui: relatorios emitidos
pelas entidades provedoras de testes de proficiéncia com os resultados/consenso dos laboratorios
participantes; formularios usados pelo laboratorio para registrar o desempenho nos testes de
proficiéncia assinados e para comprovar a revisao pelo RT/supervisor geral/diretor seguida de

providéncias relacionadas as acoes corretivas quando pertinente.
6.1.2. Avaliacao do desempenho no Teste de Proficiéncia Externo da ABHI

6.1.2.1. Tipificacao HLA de Baixa/Média Resolucao

Desempenho satisfatorio requer o atendimento as regras vigentes estabelecidas pela Comissao do

Controle de Qualidade da ABHI ou as atualizacées que venham a substitui-las.
6.1.2.2. Tipificacao HLA de Alta Resolucao

Desempenho satisfatorio requer o atendimento as regras vigentes estabelecidas pela Comissao do

Controle de Qualidade da ABHI ou as atualizacées que venham a substitui-las.

6.1.2.3. Prova Cruzada de Linfocitos

Desempenho satisfatorio requer o atendimento as regras vigentes estabelecidas pela Comissao do

Controle de Qualidade da ABHI ou as atualizacées que venham a substitui-las.

6.1.2.4. PRA e Identificacao de Anticorpos anti-HLA

Desempenho satisfatorio requer o atendimento as regras vigentes estabelecidas pela Comissao do

Controle de Qualidade da ABHI ou as atualizacées que venham a substitui-las.

6.1.3. Desempenho discordante do consenso no Teste de Proficiéncia Externo da ABHI

6.1.3.2. O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve:

a) Identificar e documentar a causa de cada resultado discordante do consenso;
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b) Prosseguir imediatamente com acdes corretivas para evitar a recorréncia do problema e
impedir que erros detectados por meio dos testes de proficiéncia resultem na liberacao de

resultados incorretos em amostras de receptores e doadores;

6.1.4. Avaliacao Interna do Desempenho nos Testes de Proficiéncia

6.1.4.1. O RT/supervisor geral/Diretor do Laboratorio de Histocompatibilidade e
Imunogenética deve revisar e avaliar os resultados obtidos nos testes de proficiéncia, e de
preferéncia dentro do prazo de um més apos o recebimento dos relatdrios enviados pelas entidades

provedoras para que possam ser aplicadas acoes corretivas quando pertinente.

6.1.4.2. Toda a equipe do laboratoério deve ser informada sobre o desempenho nos

testes de proficiéncia apos a avaliacao de cada relatério.

6.1.4.3. A avaliacao dos testes de proficiéncia deve ser documentada e arquivada no

laboratorio.

6.2. Sistemas de Fase Pré-Analitica

O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve monitorar e avaliar a qualidade dos

sistemas pré-analiticos, e quando necessario corrigir os problemas identificados.

6.2.1. Requisicdao do Exame

O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve realizar os exames somente mediante
requisicdo médica eletronica ou escrita. E a requisicao deve conter, no minimo, as seguintes

informacoes:

a) Nome completo e contato (fone, e-mail ou endereco) do solicitante;

b) Nome ou nimero de identificacdo Unico do receptor ou doador, CPF, sexo e idade ou data de
nascimento;

c) Data da solicitacao;

d) Especificacao do exame solicitado;

e) O tipo de amostra biologica a ser coletada, quando pertinente;

f) Sempre que possivel, informacdes relevantes para a interpretacao e relato de resultados, tais

como numero transfusoes, gestacoes ou transplante prévio e terapia imunossupressora.

6.2.2. Coleta do Material Biolégico (amostras)

6.2.2.1. Todos os materiais utilizados na coleta devem ser estéreis, apirogénicos e

descartaveis.
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6.2.2.2. As amostras biologicas de receptores e doadores, exceto os linfonodos e baco,

podem ser coletadas pelo proprio Laboratdorio de Histocompatibilidade e Imunogenética ou

coletadas e encaminhadas ao laboratério por:

a) Equipes de retirada de 6rgaos e tecidos autorizadas pela CGSNT;

b) Centros transplantadores de orgaos, tecidos e células progenitoras hematopoéticas autorizados
pela CGSNT;

c¢) Hemocentros e (ou) hemonucleos, para fins de inscricao de doadores no REDOME;

d) Outros laboratoérios ou estabelecimentos de salde licenciados pelo 6rgao de vigilancia sanitaria

competente.

6.2.2.3. Os linfonodos e os fragmentos de baco provenientes de doador falecido e
necessarios as provas cruzadas pré-transplante de érgaos devem ser coletados e encaminhados ao
Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética exclusivamente pelas equipes de retirada de

orgaos e tecidos que sao autorizadas pela CGSNT.

6.2.2.4. O Laboratoério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer e

disponibilizar instrucoes escritas, em linguagem acessivel, sobre os seguintes procedimentos:

a) Coleta: tipo e quantidade de amostra, tipos de tubos/frascos e ou anticoagulantes, quantidade
da amostra;

b) Identificacdo do tubo/frasco: nome do receptor/doador ou nimero de identificacdo Unico e a
data da coleta;

c) Condicées para acondicionamento e transporte: o transporte de amostras biologicas deve
obedecer aos prazos, as condicoes de temperatura e aos padroes técnicos visando a
integridade e estabilidade da amostra, além de garantir a seguranca do pessoal e do ambiente;

d) Critérios de aceitacao e rejeicao de amostras;

e) A realizacao de exames em amostras com restricoes deve estar definida pelo laboratorio.
6.2.3. Recepcao e Cadastro das Amostras Biologicas no Laboratoério

O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve conferir a requisicao, as condicdes de
embalagem, a integridade e a identificacao das amostras, além de registrar a entrada das
amostras, com identificacao que permita a sua rastreabilidade, bem como registrar o nome do
funcionario que as recebeu.

No registro dos receptores e doadores para transplante de o6rgaos, tecidos e células progenitoras

hematopoéticas, recomenda-se conter, no minimo, as seguintes informacoes:

a) Numero de registro de identificacdo do receptor ou doador gerado pelo Laboratério de

Histocompatibilidade e Imunogenética;
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b)

c)
d)
e)
f)
g)
h)
i)

NUumero de registro de identificacao do receptor ou doador (RGCT) gerado pela CNCDO,
quando aplicavel;

Nome do receptor ou doador;

O nimero do documento que comprove a identidade;

Grau de parentesco com o receptor, quando da identificacao de doador aparentado;

Data de nascimento e sexo;

Raca/cor (de acordo com a autodeclaracao);

Telefone e endereco, quando aplicavel;

Nome e contato do responsavel legal em caso de doador menor de idade ou incapacitado, nos
casos de doacdo de células progenitoras hematopoéticas, e de receptor menor de idade ou
incapacitado;

Nome do servico solicitante do exame com identificacdo do responsavel pela solicitacao;

Tipo de exame solicitado e finalidade;

Tipo de amostra coletada;

Data e local da coleta;

Data de recebimento das amostras, quando nao coletadas pelo proprio Laboratério de
Histocompatibilidade e Imunogenética;

Informacdes do receptor, complementares a realizacao do exame, quando aplicavel: tipo de
didlise realizada; historico de transfusao de sangue e hemocomponentes, de transplante prévio

e de gestacao.

6.2.4. Envio de Amostras para Laboratoério Terceirizado

Se exames de histocompatibilidade, imunogenética e ou imunologia dos transplantes sao

terceirizados, estes devem ser encaminhados para laboratério certificado pela ABHI e (ou) ASHI e

(ou) EFI, sendo necessario um contrato de prestacao de servicos entre as partes.

6.3. Sistemas de Fase Analitica

6.3.1. Manuseio, Processamento e Armazenamento das Amostras

O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer e seguir politicas e

procedimentos escritos para:

a)

b)

Identificacdao e rastreamento confiaveis das amostras durante todo o processo de realizacao
dos exames até a emissao e o envio de resultados;
Manuseio e armazenamento das amostras sob condicdes que mantenham a integridade delas

para a obtencao de resultados confiaveis;
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c) Sistema de armazenamento que permita resgatar amostras de modo facil e em tempo habil

sempre que necessario.
6.3.2. Monitoracdo de Ambientes

6.3.2.1. O laboratério deve estabelecer um sistema de controle de temperatura
ambiente que garanta as temperaturas adequadas ao bom funcionamento dos equipamentos e a
execucao dos procedimentos técnicos. Deve manter procedimentos escritos que estipulem o
monitoramento da temperatura ambiente e as faixas de variacao permitidas, registrar e resumir os

resultados desta monitoracao, bem como das acdes para corrigir as nao conformidades.

6.3.2.2. O laboratério deve estabelecer um sistema de controle da temperatura de
freezers, refrigeradores e incubadoras. Deve manter procedimentos escritos que estipulem o
monitoramento da temperatura e as faixas de variacao permitidas, registros e resumo dos
resultados desta monitoracao, bem como das acdes para corrigir as nao conformidades.
Estabelecer um plano de contingéncia para armazenar reagentes criticos e amostras de receptores
candidatos a transplante. As temperaturas abaixo mencionadas devem ser monitoradas e

documentadas em cada turno de trabalho:

a) Estufas, banho-maria e banho seco;
b) Temperatura ambiente;

c) Refrigeradores e freezers.

6.3.2.3. O nivel de nitrogénio liquido deve ser monitorado em intervalos que

assegurem o suprimento adequado constantemente.
6.3.3. Reagentes

6.3.3.1. O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética devera definir,
monitorar e documentar as condicées para estocagem de reagentes em conformidade com as

instrucoes e recomendacdes do fabricante, incluindo os seguintes itens:

a) Tipo de agua utilizada;

b) Qualidade da agua;

c) Temperatura de armazenagem;
d) Umidade;

e) Rotulo.
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6.3.3.2. Todos os reagentes quimicos, solucdes, solventes, meios de cultivo, padroes

para calibracao e sais, bem como todas suas aliquotas, utilizados no laboratério devem ser

etiquetados apropriadamente e guardados de acordo com sua especificidade.

6.3.3.3. Todos os frascos contendo solucées ou reagentes, bem como todas suas
aliquotas, devem ser rotulados com o nome do produto, titulacdo (quando aplicavel),
concentracao, a data de aquisicao ou preparacao, validade, responsavel pelo preparo da solucao e

informacdes da ficha de seguranca do produto quimico (FISPQ) de acordo com o fabricante.

6.3.3.4. Nao é permitida a utilizacao de reagentes quimicos, solucdes, solventes,
meios de cultivo padrbes para calibracao, sais e outros suprimentos, sejam eles comerciais ou
caseiros, que estejam aquém dos padroes de qualidade, que tenham deteriorado ou cujo prazo de

validade tenha expirado.

6.3.3.5. Reagentes enviados pelo fabricante sem data de validade deverao ser

submetidos a validacdes internas periddicas para assegurar desempenho 6timo do produto.

6.3.3.6. As prateleiras para estoque devem ser apropriadas para conter os frascos de
reagentes e serem feitas de material resistente aos produtos quimicos a serem guardados.
Bandejas de plastico resistentes podem ser utilizadas para estocar reagentes que possuam

propriedades quimicas especiais.

6.3.3.7. Deve-se manter um controle de estoque de almoxarifado. As condicoes dos
materiais estocados devem ser verificadas anualmente. Materiais que nao estejam mais sendo
utilizados devem ser descartados o mais rapido possivel. Nao se devem estocar reagentes quimicos

diretamente sob a luz solar ou préximo a fontes de calor.

6.3.3.8. Deve-se estabelecer um sistema de controle para identificacao de lote e de

despachos dos reagentes utilizados em cada teste.

6.3.3.9. Todo novo lote ou novo despacho, mesmo que do mesmo lote, devera ser

previamente validado antes de ser liberado para uso em laboratério clinico.

6.3.3.10. O uso de kits comerciais requer que sejam seguidas rigorosamente as
instrucoes do fabricante. Em caso de utilizar outro protocolo, o laboratorio deve fazer validacao
interna e registrar os resultados para provar que as modificacdes introduzidas garantem os mesmos

resultados obtidos por meio do protocolo recomendado pelo fabricante.

6.3.3.11. Quando forem utilizados soros reagentes caseiros, o Laboratério de

Histocompatibilidade e Imunogenética deve:
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a) Ter registro de todos os soros com as seguintes informacdes: fonte de obtencao (doador), data
da coleta, nUmero de identificacao, especificidade e volume atualizado;

b) Validar a especificidade de soros reagentes obtidos localmente utilizando células controle
apropriadas ou métodos de fase sélida. A validacdao deve ser concluida e documentada antes
de os soros serem liberados para uso em laboratorio clinico;

c) O painel de controle usado para validacao da especificidade dos soros locais tem que incluir
células que expressem o antigeno especifico, células que nao expressem o referido antigeno e
células que contenham antigenos que apresentem reatividade cruzada com o anticorpo em
teste;

d) Apos a validacdo dos soros locais, controles subsequentes podem ser feitos por meio de testes
em paralelo com o lote anterior;

e) O laboratorio tem de assegurar que os meios de cultivo estdo estéreis e que garantem o

crescimento, se usado para cultura de células.

6.3.4. Métodos de validacao de testes

6.3.4.1. Todos os novos procedimentos e as modificacdes nos procedimentos ja

existentes precisam ser validados no Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética.

6.3.4.2. O sistema de validacao estabelecido e os resultados obtidos devem ser

registrados e analisados.

6.3.4.3. O laboratorio que introduzir um novo teste comercial, sem modifica-lo, deve
validar o desempenho do teste. Se introduzir um novo teste comercial e fizer modificacées nele,
deve comprovar as seguintes caracteristicas: precisao, exatidao e a nao alteracao do desempenho

do teste.

6.3.4.4. As amostras usadas no processo de validacao devem ter o resultado conhecido.
Desta forma, recomenda-se que o pool de células ou de antigenos utilizados na validacao sejam
derivados de uma populacao de tamanho suficiente para assegurar a representacao das principais
especificidades HLA de classes | e Il da populacao da regidao atendida no Laboratério de
Histocompatibilidade e Imunogenética. A quantidade de amostras designadas para validacao e os

critérios de selecao destas devem ser definidos pelo RT.

6.3.4.5 Para o teste de quimerismo deve-se realizar a validacao da sensibilidade e

precisao quantitativa da amplificacao baseada em quimeras artificiais.
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6.4. Métodos e aplicacao

6.4.1. Instrucdes gerais

6.4.1.1. Os procedimentos dos métodos selecionados pelo Laboratério de
Histocompatibilidade e Imunogenética devem ser realizados de acordo com as instrucoes de uso do
fabricante (comercial) ou conforme modificado (comercial) e validado pelo laboratério ou ainda
conforme o procedimento desenvolvido e validado pelo laboratoério quando se tratar de método
caseiro.

6.4.1.2. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve dispor de
estratégia alternativa para resolver resultados ambiguos ou inconclusivos pelo método principal.
No caso de nao dispor de método adicional de tipificacao, é necessario fazer um contrato com um

laboratério acreditado pela ABHI para encaminhar amostras com resultados inconclusivos.

6.4.1.3. Fazer duas analises e duas interpretacoes independentes dos dados das

Tipificacoes HLA, da Prova Cruzada de Linfocitos, do PRA e Identificacao de Anticorpos anti-HLA.

6.4.1.4. Estabelecer critérios de aceitacdao ou de rejeicao de resultados para cada
método utilizado no laboratorio. A aceitacao de resultados fora dos critérios estabelecidos deve

ser justificada e documentada.
6.4.2. Métodos

6.4.2.1. Métodos para Tipificacao HLA
6.4.2.1.1. Microlinfocitotoxicidade

Os Laboratérios de Histocompatibilidade e Imunogenética que realizam testes de

microlinfocitotoxicidade devem:

a) Empregar um método para preparacao da suspensao celular que forneca células em numero
suficiente e com pureza/viabilidade que assegure a acuracia dos resultados;

b) Assegurar que os reagentes de tipificacdo tenham especificidade apropriada e que o
complemento tenha reatividade adequada;

c¢) Documentar que a viabilidade celular no controle negativo é suficiente para assegurar a
acuracia da interpretacao dos resultados;

d) Registrar os resultados utilizando um sistema de escores que indique a porcentagem

aproximada de células mortas.

6.4.2.1.2. Métodos moleculares
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Os laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética que utilizam métodos moleculares para a

tipificacao HLA devem:

a)

b)

e)

f)

Definir o tipo e a quantidade minima aceitavel das amostras em termos de volume e (ou) de
numero de células nucleadas para cada tipo de exame;

Utilizar um método de isolamento (extracao) que forneca concentracao e pureza de DNA que
assegure a obtencao de resultados confiaveis;

Assegurar que as amostras de DNA sejam armazenadas em condicées que preservem a sua
integridade e em areas livres de contaminacao;

Assegurar que os reagentes utilizados para amplificacao primaria sejam armazenados em areas
pré-PCR e nunca sejam expostos em areas pos-PCR;

Assegurar que as sondas e os primers de oligonucleotideos sejam armazenados sob condicoes
que mantenham sua integridade;

Reconhecer e documentar combinacdes ambiguas de alelos obtidas para cada amostra frente a
primers e (ou) sonda incluidos no método utilizado, e dispor de procedimentos/estratégias

para resolvé-las dentro dos critérios relevantes para uso clinico.

6.4.2.1.2.1. Método de SSO reverso baseado em tecnologia Luminex

Os Laboratoérios de Histocompatibilidade e Imunogenética que realizam tipificacdo HLA por PCR-
SSOr devem:

a)

c)

Deve-se estabelecer os limites aceitaveis de contagem de microesferas e da intensidade de
fluorescéncia (MFls) para resultados positivos e negativos de todas as microesferas a fim de
assegurar a interpretacao correta dos resultados;

Estabelecer e cumprir a periodicidade de atualizacao dos codigos do NMDP;

Interpretar os dados utilizando o banco de dados do IMGT/HLA ou outro banco de dados de
sequéncias de nucleotideos adequado desde que estes sejam atualizados no minimo a cada 12
(doze) meses. Deve-se documentar nos registros do laboratério a versao da biblioteca que foi

utilizada para a analise dos resultados.

6.4.2.1.2.2. Método de PCR-SSP ou outro para os quais tamanho do fragmento de

DNA amplificado for um fator critico na analise dos dados

a)

b)

Recomenda-se incluir, em cada gel, marcadores de peso molecular cujos tamanhos abranjam
toda a faixa de tamanhos de fragmentos contemplados pelo teste;

A quantidade de DNA adicionada em cada cavidade do gel deve estar dentro da faixa que
assegure a migracao equivalente de DNA em todas as amostras, incluindo a quantidade dos

marcadores de peso molecular.
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6.4.2.1.2.3. Método de Sanger para sequenciamento do DNA

Os Laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética que realizam tipificacao HLA por método

de Sanger devem:

a)

)

Assegurar que os templates de sequenciamento sejam gerados com comprimento apropriados,
livres de inibidores e livres de contaminantes capazes de causar artefatos de sequenciamento
(por exemplo, primers residuais);

Assegurar que as regides das sequéncias que correspondem aos primers de amplificacdo nao
sejam consideradas na designacao dos alelos;

Recomenda-se o sequenciamento das duas fitas (sense e antissense). Se a rotina do laboratoério
se baseia na sequéncia de somente uma fita, a confirmacao periddica da fita complementar é
recomendada. Porém, se a sequéncia sugerir um novo alelo ou uma combinacao rara de alelos,
deve-se determinar a sequéncia de ambas as fitas;

Estabelecer critérios para aceitacao e interpretacao dos dados, por exemplo, intensidade de
sinal, forma dos picos, relacao ruido/sinal (N/S);

Interpretar os dados utilizando o banco de dados do IMGT/HLA ou outro banco de dados de
sequéncias de nucleotideos adequado desde que estes sejam atualizados no minimo a cada 12
(doze) meses. Deve-se documentar nos registros do laboratoério qual a versao da biblioteca que

foi utilizada para a interpretacao dos alelos.

6.4.2.1.2.4. Método de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) ou terceira

geracao

Os Laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética que realizam tipificacao HLA por método

de NGS e/ou sequenciamento de terceira geracao devem:

a) Definir a regiao gendmica (gene inteiro ou parte de gene HLA, KIR, etc.) a ser sequenciada,
bem como estabelecer o tamanho das regides-alvo e sua pureza apos o enriquecimento;
certificar-se de que o método de enriquecimento seja confiavel e que forneca modelos de
sequéncias de tamanho apropriado; deve-se contemplar ampla diversidade de variantes
alélicas de cada locus testado para avaliar possiveis drop-outs, ou seja, ineficiéncia na
amplificacao e identificacao de alelos. Os genotipos com suspeita de drop-out devem ser

avaliados por métodos alternativos;

b) Os laboratorios devem estabelecer procedimentos para identificar ineficiéncia na
amplificacao de alelos (drop-outs) e amplificacoes preferenciais e, se necessario, ajustar o

programa de software para detectar niveis de amplificacao preferencial;
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C)

d)

Documentar e validar o processo de preparo da amostra enriquecida para sequenciamento,
incluindo o cumprimento das especificacoes relevantes do fornecedor. O processo de
preparacao da biblioteca de DNA para sequenciamento pode variar dependendo do método
de enriquecimento, de alvo e da plataforma de sequenciamento. Quando o barcode fizer
parte de um primer, deve-se estabelecer procedimentos para avaliar o impacto de
sequéncias dos barcodes sobre a eficiéncia do método do enriquecimento. Se os barcodes
forem incorporados apds o enriquecimento do alvo, a fidelidade desse processo para
identificar uma determinada amostra precisa ser monitorada (por exemplo: promover

rotatividade das amostras de controle com diferentes barcodes);

Documentar a quimica do sequenciamento, reagentes, chips e células de fluxo usadas para
cada corrida de sequenciamento, incluindo parametros de execucdao e configuracao de
leitura (por exemplo: bidirecional, pairendend / single-end ou mate-pair). Deve ser
documentado o comprimento de leitura esperado, dependendo do chip particular ou do

tamanho de fragmentos de DNA selecionado durante o preparo da biblioteca;

Laboratorios que desejam executar genotipagem HLA e nao-HLA devem validar e
documentar profundidade de cobertura para cada um dos ensaios executados
simultaneamente. Os laboratorios devem utilizar amostras de controle para monitorar o

desempenho do instrumento de sequenciamento ao longo do tempo;

Definir e documentar critérios de desempenho analitico aceitaveis para as corridas do
sequenciamento: a) qualidade da base por posicao de leitura; b) cobertura média; c) média
de comprimento de leitura; d) uniformidade de cobertura ao longo da regiao alvo; e)
incorporar especificacoes de fornecedores e dados de validacao gerados por laboratoério. As
medidas de desempenho dos instrumentos devem incluir dados do controle interno e/ou

material de controle de qualidade fornecido pelo fornecedor;

Documentar o processo de informatica usado na geracao e analise de arquivos de dados de
sequenciamento (por exemplo: FASTQ, BAM), incluindo como as leituras de seqiiéncias sao
agrupadas pelo barcode, como os adaptadores e os iniciadores de amplificacao sao
cortados, e como os critérios de qualidade sao usados para filtrar ou excluir as leituras de
sequiiéncias. Em cada etapa, as aplicacoes individuais e as versoes de software devem ser
validados e documentados. Além disso, os métodos pelos quais os dados sao transferidos
entre cada etapa do processo de informatica deve ser documentado. Quaisquer scripts ou
configuracdes que se desviem do padrao apresentado pelo fornecedor devem ser
identificadas e validadas. Os laboratorios devem estabelecer procedimentos para identificar
limitacoes do programa de analise. O software de genotipagem deve fornecer todos as

métricas de qualidade necessarias (por exemplo: profudindade de cobertura, score de



ABHI ASSOCIACAO BRASILEIRA DE HISTOCOMPATIBILIDADE E IMUNOGENETICA | 41
FHISTOCOMPATIBILIDADE. REQUISITOS PAQABHI - Versao 05/2025

E IMUNOGENETICA

qualidade para a base lida e alinhamento das sequéncias). O laboratorio deve determinar os

valores aceitaveis para cada métrica de qualidade a fim de assegurar um resultado exato;

Criar uma politica de armazenamento e transmissao de dados - arquivos de sequenciamento
primario, intermediario e final. Os dados guardados devem permitir a reanalise do arquivo
do sequenciamento quando necessario. Os laboratorios devem estabelecer politicas para

armazenar arquivos nao alinhados de sequenciamento processados (por exemplo, FASTQ);

Documentar e validar alteracées em qualquer etapa do processo de NGS. Modificacdes ou
atualizacbes para o pipeline da informatica também devem ser validadas reanalisando o
conjunto de dados previamente sequenciados. Validacao de software para a analise de NGS
pode ser realizada usando conjuntos de dados de seqiiéncia existentes. Para genotipagem
HLA, a validacao deve incluir alelos representativos da populacao cujas frequéncias

acumuladas permitam cobertura de 85-95% da populacao;

Deve-se validar, de forma independente, softwares usados para genotipagem a partir de
dados de sequenciamento NGS. Certificar-se de que os algoritmos de genotipagem sao
apropriados para a estratégia de sequenciamento usada e modalidades de erro
apresentados pelos diferentes tipos de quimica de sequenciamento (por exemplo: erros de

homopolimero);

Interpretar os dados utilizando o banco de dados do IMGT/HLA ou outro banco de dados de
sequéncias de nucleotideos adequado desde que estes sejam atualizados no minimo a cada
12 (doze) meses. Deve-se documentar nos registros do laboratorio qual a versao da

biblioteca que foi utilizada para a interpretacao dos alelos;

Laboratorios que reutilizam flow cell Nanopore para testes de sequenciamento, estabelecer

processo para garantir que o DNA residual seja excluido da analise;

m) Durante a validacdo, para cada tipo de flow cell utilizada, o laboratério deve estabelecer

n)

quantas vezes a célula de fluxo pode ser reutilizada;

Deve-se criar procedimento para monitorar qualquer etapa do teste NGS que seja
encaminhado para outro laboratorio. Os laboratorios que encaminharem qualquer etapa do
processo NGS a um laboratorio de referéncia sao responsaveis por garantir que o laboratoério

de referéncia seja credenciado para executar as etapas relevantes do teste;

Deve-se criar procedimento para rastrear as amostras e seus dados quando qualquer etapa
do teste NGS for encaminhada a outro laboratério. Esse procedimento deve abordar

métodos e registros para confirmacao da identidade da amostra e dos dados.

6.4.2.2. Laboratérios que realizam Tipificacao HLA devem
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Assegurar que o nivel de resolucao da tipificacao HLA seja apropriado para a aplicacao clinica

e seja baseado em critérios estabelecidos;

Nas tipificacoes HLA de baixa/média resolucao € obrigatorio resolver as ambiguidades de 2

(dois) ou mais fenotipos possiveis;

Quando indicada uma tipificacao de alta resolucao:

Um resultado pode fornecer um ou mais fendtipos (ambiguidades) desde que os alelos
envolvidos apresentem as mesmas sequéncias de nucleotideos ou que codifiquem as
mesmas sequéncias de aminoacidos nos exons 2 e 3 dos genes HLA-A, -B, -C e no exon 2 dos
genes HLA-DRB1, -DQAT1, -DQB1 e -DPB1;

As ambiguidades que envolvem alelos cujas diferencas estdo localizadas fora dos exons 2 e
3 para genes de classe | e fora do exon 2 para genes de classe Il, mas que afetam sua
expressao [alelos nulos (N) ou de baixa expressao (L)] devem ser resolvidas quando se tratar
de um dos seguintes alelos nulos classificados como intermediario ou bem documentados na
CIwD 3.0.0
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1111/tan.13811) e na lista de alelos CIWD

lista de alelos Version

brasileiros da RBI (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/39933824).

3.0.0 CIWD
A*01:04N A*24:36N | B*07:67N C*02:38N DRB1*07:10N |DPB1*61:01N
A*01:15N A*24:84N | B*07:181N C*02:92N DRB1*07:26N |DPB1*64:01N
A*01:16N A*24:90N |B*14:07N C*04:09N/C*04:09L(*) | DRB1*12:24N | DPB1*120:01N
A*01:57N A*24:252N | B*15:01:01:02N | C*04:93N DPB1*154:01N
A*01:123N | A*25:12N |B*15:79N C*04:95N DRB4*01:03N |DPB1*161:01N
A*02:53N A*30:70N |B*15:181N C*05:07N DRB4*01:16N |DPB1*218:01N
A*02:83N A*30:78N | B*15:190N C*05:99N DRB4*02:01N |DPB1*357:01N
A*02:94N A*31:14N | B*35:165N C*06:16N DRB4*03:01N |DPB1*570:01N
A*02:113N | A*31:60N |B*37:03N C*06:79N DRB5*01:08N
A*02:125N | A*32:27N |B*37:42N C*07:32N DRB5*01:10N
A*02:227N | A*32:45N |B*39:40N C*07:33N
A*02:514N |A*34:10N |B*40:22N C*07:55N DQB1*02:18N
A*03:21N A*68:18N | B*40:142N C*07:61N DQB1*02:20N
A*11:21N B*40:155N C*07:104N DQB1*03:118N
A*11:109N B*44:23N C*07:198N DQB1*06:26N
A*23:11N B*51:11N C*07:227N DQB1*06:75N
A*23:19N C*07:452N DQB1*06:77N
A*24:09N C*08:127N DQB1*06:144N
A*24:11N C*15:122N

C*16:30N

(*) O alelo HLA-C*04:09N foi renomeado como -C*04:09L na biblioteca 3.59 do IMGT.
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CIWD RBI
A*02:915N B*37:03N | C*04:09N/C*04:09L(*) | DRB1*13:319N | DQB1*04:41N | DPB1*61:01N
A*24:02:01:02L C*15:122N DRB1*15:129N DPB1*382:01N
DPB1*1482:01N

d)

f)

(*) O alelo HLA-C*04:09N foi renomeado como -C*04:09L na biblioteca 3.59 do IMGT.

Um resultado com dois ou mais fenotipos deve ser resolvido sempre que o(s) fendtipo(s)
alternativo(s) for(em) constituido(s) por pelo menos um alelo comum ou um alelo
intermediario. Um resultado cujo(s) fendtipo(s) alternativo(s) for(em) constituido(s) de dois
alelos raros (ndao CIWD) nao precisa de estratégias adicionais para resolvé-los. No entanto, a

combinacao alélica nao CIWD deve ser reportada no laudo de tipificacdao HLA.

Deve-se determinar e documentar por escrito os critérios e protocolos para:

O preparo de células, subpopulacdes celulares ou de isolamento de componentes celulares
(por exemplo, DNA) apropriados para as técnicas de tipificacdo HLA utilizadas no
laboratorio;

A selecdo, o controle de qualidade e a utilizacdo de todos os reagentes e demais

componentes necessarios as técnicas de tipificacao HLA utilizadas no laboratorio.

Quando for possivel a identificacdo dos haplétipos parentais, recomenda-se que estes sejam
especificados no laudo. A ocorréncia de haplétipos recombinantes também deve ser
comentada no laudo. A identidade genotipica entre irmaos s6 pode ser comprovada se a
tipificacao HLA de ambos os pais for conhecida ou se a segregacao dos quatro haplotipos

estiver claramente definida na familia;

Utilizar a terminologia de antigenos e alelos HLA em conformidade com a determinacao

vigente do Comité para Nomenclatura HLA da Organizacao Mundial de Salde.
6.4.2.3. Métodos para Prova Cruzada

6.4.2.3.1. Os laboratérios que realizam Prova Cruzada por citotoxicidade

dependente de complemento (CDC) devem

a)

Empregar um método para preparacao da suspensao celular que forneca células em numero
suficiente e com pureza e viabilidade que assegure a acuracia dos resultados;
Estabelecer procedimentos para o preparo das células ou isolamento de componentes celulares

do doador;
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)

e)
f)

g)

h)

3)

k)

Testar cada novo lote ou novo despacho do mesmo lote de complemento, por meio de
titulacao, para determinar que esteja exercendo a citotoxicidade na presenca de anticorpo
especifico e que nao cause citotoxicidade inespecifica;

Testar o complemento, na titulacdo adequada, separadamente com cada tipo de célula-alvo
(por exemplo, células T e B) e com cada variante de método de microlinfocitotoxicidade
utilizado. A otimizacao do desempenho do complemento pode diferir para cada alvo ou
método;

Armazenar o estoque e as aliquotas de complemento a temperatura minima de -70°C;

Testar cada novo lote ou novo despacho do mesmo lote de AGH, por meio de titulacao, e
realizar a retitulacao em periodos pré-determinados para avaliar se a mesma continua com a
reatividade adequada;

Testar cada preparo de DTT, utilizando um soro controle de diluicao, um soro controle positivo
para IgG e para IgM e um soro controle negativo;

Incluir um controle negativo e um controle positivo em cada placa de cada teste de
microlinfocitotoxicidade;

Usar um controle positivo a uma diluicao adequada para o método, isto €, com um titulo em
que pequena mudanca na sensibilidade do método tenha possibilidade de ser detectada;
Quando realizar testes com populacao enriquecida de linfécitos B, incluir um controle positivo
para linfdcitos T (controle de contaminacao) e para linfdcitos B (controle de pureza);

A fim de validar a efetividade do reagente DTT e excluir interferéncias em imunoglobulinas do
isotipo 1gG, devem ser utilizados soros controles IgM e IgG (comercial ou in house,
devidamente validados) tratados e nao tratados com DTT, sob as mesmas condicoes e
simultaneamente ao soro do paciente;

Documentar que a viabilidade celular no controle negativo é suficiente para assegurar a
acuracia da interpretacao dos resultados;

Estabelecer critérios para selecao adequada das amostras de soro do receptor;

Registrar os resultados de cada combinacao soro/célula utilizando um sistema de escores que
indique a porcentagem aproximada de células mortas;

Testar o soro do receptor sob as seguintes condicées: puro e com as diluicées estabelecidas
pelo procedimento do laboratorio, e tratado e nao tratado com DTT;

Assegurar o rastreamento da amostra de soro a partir de sua coleta até a liberacao do
resultado;

Para o transplante de o6rgaos solidos, usar uma técnica que detecta anticorpos contra os
antigenos HLA que tenha sensibilidade superior a da técnica basica de citotoxicidade

dependente de complemento (CDC), por exemplo, a prova cruzada NIH-AGH para células T;
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r)

Estabelecer um processo apropriado para distinguir os anticorpos contra os antigenos HLA de
classes | e Il dos anticorpos nao-HLA que seja adequado para as aplicacoes clinicas;

Utilizar um método que seja capaz de detectar anticorpos contra antigenos HLA de classe Il e
diferencia-los daqueles direcionados contra antigenos HLA de Classe |, quando aplicavel;
Adotar protocolos que visem diminuir a reacao cruzada de possiveis anticorpos terapéuticos

nos testes realizados;

6.4.2.3.2. Os laboratorios que realizam Prova Cruzada por citometria de fluxo

devem:

a)

b)

)

f)

g)

h)

J)

Estabelecer protocolo definindo periodos aceitaveis entre o processamento, a marcacao € a
aquisicao de dados (leitura). As amostras de controles devem ser tratadas da mesma forma;
Documentar o método de obtencao celular;

Diferenciar subpopulacbes de mononucleares (células T, células B) mediante o uso de
anticorpos monoclonais capazes de detectar marcadores CD especificos, e que estes
monoclonais estejam marcados com fluorocromos diferentes do empregado para revelar a
presenca de anticorpos do receptor na membrana da célula;

Estabelecer protocolo definindo um limiar para discriminar reacdes positivas independente do
método empregado para a apresentacao de resultados (média, mediana, desvios de canal,
ratio ou medida quantitativa de fluorescéncia). Qualquer alteracao significativa no protocolo,
nos reagentes ou nos instrumentos exige a repeticaio da determinacao do limiar de
discriminacao de reacoes positivas;

Testar cada novo lote ou novo despacho do mesmo lote dos reagentes utilizados, por meio de
titulacao (quando aplicado), para determinar sua eficiéncia;

Usar diluicoes e ou volume de reagentes anteriormente testados e validados no Laboratorio de
Histocompatibilidade e Imunogenética;

Anticorpos ou outros reagentes liofilizados devem ser tratados para a remocao de
microagregados antes do uso, de acordo com as instrucdes da bula do fabricante ou segundo
um protocolo definido pelo laboratorio;

Verificar a ligacao de imunoglobulina humana usando um reagente marcado com fluorocromo.
Pode ser um F(ab’)2 anti-IlgG humana especifico para a regiao Fc da cadeia pesada ou outro
método documentado descrito;

Usar os reagentes anti-imunoglobulina humana sempre de acordo com as instrucdes do
fabricante, ou em titulacao que demonstre a melhor sensibilidade (razao sinal/ruido). Caso
mais de uma cor esteja sendo usada, certificar-se de que o instrumento esteja adequadamente
compensado e de que a interferéncia entre os fluorocromos seja minima;

Documentar a titulacao da imunoglobulina;
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k)

)

Documentar e titular a concentracao de pronase utilizada para remocao de receptores Fc e/ou
receptores interferentes presentes na superficie celular de linfocitos B;

A cada novo lote de imunoglobulina anti-IgG humana e de pronase, o laboratério devera
avaliar e documentar o impacto destas atualizacées em seu limiar de positividade, seja em
comparacao com o lote anterior (reprodutibilidade), seja com o calculo de novo cutoff;
Estabelecer os critérios de aceitacao e rejeicao do resultado da prova cruzada;

Estabelecer protocolo para documentar o uso de todos os controles e suas periodicidades.

6.4.2.3.3. Os laboratoérios que realizam Prova Cruzada Virtual devem:

Redigir acordo com cada servico de transplante atendido onde deverao constar os critérios e

procedimentos a serem adotados em avaliacao prospectiva da realizacao de provas cruzadas

virtuais. O acordo deve incluir:

c)

e Obrigatoriedade da solicitacao da informacao dos eventos de sensibilizacao;
e Periodicidade da coleta de soro e ensaios de fase solida;

e Descricao e justificativa dos valores de corte para interpretacao dos anticorpos na prova

cruzada virtual;

e Estratégia para tipificacdo adicional do doador (ex: DQA1 ou DPA1) quando houver

necessidade em funcao da presenca de anticorpos especificos;

e A prova cruzada fisica devera ser realizada retrospectivamente, por metodologias baseadas

em células (CDC ou citometria de fluxo) e seu resultado reportado a equipe médica;

e A equipe médica deve estar ciente que erros/limitacdes de tipificacao HLA podem ocorrer,

impactando ou nao no resultado da prova cruzada virtual e celular.

Os pacientes candidatos a um transplante de 6rgaos deverao estar tipificados para HLA-A, -B,
-C, -DRB1/3/4/5, -DQ e -DP por método molecular que permita interpretacao segura da prova

cruzada virtual e a predicao de risco de formacao de DSA de novo;

Os doadores de orgao, falecido ou vivo, deverao ser tipificados, inicialmente, para HLA-A, -B,
C, -DRB1/3/4/5, -DQB1 e -DPB1 por método molecular que permita interpretacdo segura da

prova cruzada virtual;

E recomendado, a realizacdo de tipificacdo confirmatéria de doadores submetidos a prova
cruzada virtual (com novo material). Em vista de qualquer modificacao, o laboratorio devera

comunicar as equipes envolvidas no processo;

Caso sejam detectados anticorpos no soro do receptor contra DQA1 e/ou DPA1, o doador

devera ser tipificado para esses loci;
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e) O estudo dos soros dos candidatos a um transplante devera contar uma amostra atual com

f)

g)

menos de 60 dias e devera cobrir no minimo 4 amostras de soro, que correspondam aos ultimos
12 meses ou no caso de receptores sensibilizados ou hipersensibilizados, além da amostra de
soro recente as 3 mais representativas da sensibilizacao. Quando detectados anticorpos anti-
HLA, estes devem ser caracterizados a nivel alélico, e seus grupos de reacao cruzada devem ser

considerados para o aceite do 6rgao;

Quando um candidato ao transplante for priorizado para o recebimento do érgao e nao houver
soro suficiente que corresponda ao periodo de 12 meses, neste caso a prova cruzada virtual
podera ocorrer, mas a prova cruzada fisica quer por CDC ou citometria de fluxo nao sera

dispensada;

Sobre o quantitativo de amostras que devem ser testadas, o mesmo deve corresponder a no
minimo 4 amostras de soro coletadas nos ultimos 12 meses. As mesmas devem ter um intervalo
de no maximo 90 dias e, na ocorréncia de eventos de sensibilizacdo, um novo teste deve ser
realizado, com nova coleta de soro, com no minimo 20 dias apds o evento, independente da
data do teste anterior. A caracterizacao dos anticorpos é obrigatdria para as amostras de soro
reagentes. Os alelos contra os quais foram determinados anticorpos devem ser listados, bem

como, seus grupos de reacao cruzada virtual;

Em situacdes excepcionais em que somente a prova cruzada virtual for realizada, os termos
deverao ser acordados entre o centro de transplante e laboratério de histocompatibilidade. A
realizacao SOMENTE da Prova Cruzada Virtual devera ter o aval final da Central de Transplantes
da localidade e do Sistema Nacional de Transplantes. O Centro de Transplante e Laboratoério de
Histocompatibilidade deverao justificar essa escolha e em quais situacées ocorrera a dispensa

da prova cruzada fisica.

6.4.2.4. Métodos para pesquisa de anticorpos

6.4.2.4.1. Laboratérios que realizam pesquisa de anticorpos anti-HLA por citotoxicidade

dependente de complemento (CDC) devem:

a)

Utilizar um painel de antigenos suficiente em nimero e distribuicao fenotipica com respeito
aos antigenos individuais e Grupos de Reatividade Cruzada (CREGs = Cross-Reactive Groups) de
acordo com o objetivo da utilizacao dos resultados do teste e adequado para a populacao
atendida pelo laboratorio;

Documentar os fenotipos HLA de classe | e ou de classe Il do painel para os testes que se

destinam a fornecer informacodes sobre a especificidade do anticorpo anti-HLA;
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)

e)
f)

g)

h)

Documentar que o pool de células ou de antigenos utilizados para indicar a presenca ou
auséncia (teste de triagem) de anticorpos anti-HLA inclui as principais especificidades
antigénicas ou CREGs, ou que as células/antigenos HLA deste pool sejam derivadas de uma
populacao de tamanho suficiente para assegurar a representacao das principais especificidades
HLA de classes | e Il da populacao da regiao atendida no Laboratério de Histocompatibilidade e
Imunogenética;

Quando a nomenclatura CREG for utilizada, documentar os antigenos definidos por cada CREG;
Estabelecer um procedimento que permita detectar a ligacao nao especifica de anticorpos;
Utilizar um método de triagem (screening) de anticorpos anti-HLA que seja no minimo tao
sensivel quanto o método de prova cruzada utilizado na rotina do Laboratério de
Histocompatibilidade e Imunogenética;

Se a avaliacao da reatividade contra painel HLA for realizada por CDC com o painel do
laboratério (caseiro), deve-se descrever os procedimentos para a selecao adequada de células,
preparacao das células e manutencao do painel. O painel caseiro deve ser constituido de no
minimo 30 linfocitos T e 30 linfocitos B tipificados para os antigenos HLA de classe | e Il,
respectivamente, e representativo das frequéncias fenotipicas HLA da populacao da regiao ou
da populacao atendida;

Estabelecer critérios para calculo do percentual de PRA a partir da reacao de anticorpos
contra as células do painel HLA;

Adotar protocolos que visem diminuir a reacdo cruzada de possiveis anticorpos terapéuticos

nos testes realizados.

6.4.2.4.2. Laboratoérios que realizam pesquisa de anticorpos anti-HLA por ensaio de

fase sélida (ELISA/Luminex) devem

a)

Validar todos os calculos e determinar os valores de corte (cut off), positivo ou negativo, para
cada tipo de método utilizado;

Estabelecer, verificar e seguir os critérios para garantir que um numero suficiente de
microesferas (beads) ou outros substratos, para cada especificidade, seja analisado em cada
teste;

Estabelecer critérios para calculo do percentual de PRA a partir da reacao de anticorpos
contra antigenos HLA isolados ou painel de fenotipos aderidos a superficies sélidas; definir a
partir de qual ponto de corte as reacdes serao consideradas para o calculo desse percentual;
Estabelecer critérios para avaliacao e aceitacao dos controles positivos e negativos dos testes
utilizados;

Estabelecer, verificar e seguir critérios para garantir a eficacia bem como a perda de

reatividade do anticorpo secundario;
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f)

Adotar protocolos que visem diminuir a reacao cruzada de possiveis anticorpos terapéuticos

nos testes realizados.

6.5. Apoio aos Servicos de Transplante

6.5.1. Determinacbées Gerais aos laboratérios que realizam testes de

histocompatibilidade para transplantes

Os Laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética devem definir politicas que especifiquem

os testes que devem ser realizados para cada tipo de transplante (células, tecidos ou o6rgaos

solidos). Estas politicas devem incluir, quando aplicavel:

f)
g)

Protocolos individuais para cada tipo de transplante que sejam diferenciados pelo tipo de
doador, 6rgao ou tecido;

Protocolos para receptores com alto risco de rejeicao do aloenxerto;

Sensibilidade e especificidade dos testes necessarios para apoiar os protocolos clinicos de
transplante;

Protocolos para estocagem e manutencao das amostras relevantes dos receptores candidatos a
transplantes. As politicas devem definir quais amostras devem ser armazenadas e o tempo de
estocagem;

Protocolos para avaliar a extensao da sensibilizacao de cada receptor no momento de sua
avaliacao inicial e apds potenciais eventos de sensibilizacao;

Protocolos para obtencao e armazenamento de amostras de soro apos eventos sensibilizantes;
Protocolos para avaliacao periodica das amostras de soro, de candidatos ao transplante,
quanto a presenca e especificidades dos anticorpos anti-HLA, incluindo a frequéncia da

triagem destas amostras de soro.

Os laboratorios devem ter um acordo por escrito com cada centro de transplante atendido sobre os

testes de histocompatibilidade. Os acordos devem ser revisados a cada 2 anos.

Os acordos escritos entre laboratorios de histocompatibilidade e centros de transplante devem

incluir todos os seguintes:

1. Requisitos da amostra para tipificacao HLA e prova cruzada;
2. Locos HLA e o nivel de resolucao para tipificacao;

3. Fluxo para solicitar a tipificacao HLA estendida;

4. Fluxo para resolver discrepancias e erros de tipificacao HLA,

5. Tempo maximo desde o recebimento da amostra até a liberacao dos resultados ao centro
de transplante;
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6. Fluxo para obter historico de sensibilizacao para cada paciente;

7. Frequéncia da coleta periddica de amostras;

8. Tipo de teste que sera usado para a triagem de anticorpos e para a prova cruzada;
9. Protocolos para monitoramento pos dessensibilizacao;

10. Orientacdes sobre amostras para monitoramento pos-TCTH (analise de quimerismo).

6.5.2. Transplante Renal ou transplante duplo de Rim/Pancreas

Os Laboratoérios de Histocompatibilidade e Imunogenética que realizam testes para transplante

renal devem:

a) Realizar prospectivamente a tipificacao HLA-A, -B, -DR e -DQ dos receptores candidatos a
transplante e dos doadores. Na presenca de anticorpos contra antigenos HLA-C ou HLA-DP,
recomenda-se realizar as tipificacoes destes locos;

b) Realizar a triagem dos soros dos candidatos a transplante para a presenca de anticorpos anti-
HLA na avaliacao inicial, periodicamente (seguindo os intervalos autorizados pelas portarias do
Ministério da Salde) e apo6s eventos sensibilizantes. Nos casos positivos € obrigatoria a
identificacao da especificidade dos anticorpos;

c) Realizar as provas cruzadas, T e B, prospectivamente, usando as amostras e a sensibilidade
apropriadas para os protocolos clinicos estabelecidos com o centro de transplante;

d) Protocolo para selecao dos soros para prova cruzada de receptores alosensibilizados, que
contemple o impacto de eventos sensibilizantes historicos e atuais;

e) Sempre que possivel incluir uma amostra de soro obtida apds evento de sensibilizacao na prova
cruzada final se o candidato ao transplante recebeu transfusdao sanguinea, teve aloenxerto
rejeitado ou removido ou foi submetido a quaisquer outros eventos sensibilizantes;

f) Recomenda-se a monitoracao de anticorpos contra doador no periodo pds-transplante.

6.5.3. Laboratérios que realizam Testes de Histocompatibilidade para Transplantes de

Orgaos de Doadores Falecidos devem:

6.5.3.1. Definir politicas e procedimentos, estabelecidos em acordo com o programa
de transplante, para o recebimento peridodico de amostras de soro dos receptores candidatos ao
transplante (soroteca) com a finalidade de pesquisa de anticorpos anti-HLA e da realizacao de

provas cruzadas.

6.5.3.2. Os Laboratorios de Histocompatibilidade e Imunogenética que apoiam

programas de transplante de 6rgdos solidos provenientes de doadores falecidos devem utilizar
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métodos para investigacao de anticorpos anti-HLA que possam definir as especificidades dos

anticorpos mesmo em receptores hipersensibilizados.

6.5.4. Transplantes de Outros Orgdos Sélidos

6.5.4.1. Se a prova cruzada final, exigida pelas politicas estabelecidas entre o
Laboratério de Histocompatibilidade e o Servico de Transplante, nao for realizada

prospectivamente deve-se documentar as circunstancias.

6.5.4.2. Definir politicas e procedimentos, junto com o programa de transplantes, para
o recebimento de amostras de soro dos receptores com a finalidade de pesquisa de anticorpos anti-

HLA e da realizacao de provas cruzadas.

6.5.5. Transplante de Células Tronco-Hematopoiéticas

Os Laboratérios de Histocompatibilidade e Imunogenética que realizam testes de

histocompatibilidade para transplante de células tronco-hematopoéticas devem:

a) Realizar tipificacao HLA atendendo o nivel de resolucao e a inclusao dos locos exigidos pelo
REDOME ou outros registros de doador voluntario de células-tronco hematopoéticas e (ou) pelo
Servico de Transplante atendido pelo laboratério;

b) Realizar a tipificacdo HLA confirmatoria do receptor utilizando obrigatoriamente uma nova
amostra de modo que a tipificacao HLA seja corroborada antes da selecao final do doador
aparentado (consanguineo) ou nao aparentado;

c) Realizar a tipificacdo HLA confirmatéria do doador selecionado, aparentado ou nao
aparentado, utilizando obrigatoriamente uma nova amostra de modo que a tipificacao HLA
seja corroborada antes da coleta de células-tronco hematopoéticas. Para os doadores nao
aparentados, as tipificacées do registro sao aceitas como a primeira destas duas amostras;

d) Realizar os testes adequados e necessarios para estabelecer a identidade HLA entre o receptor
e seus irmaos ou outros doadores aparentados (consanguineos) com fenétipos HLA idénticos.;

e) Em caso de unidades de cordao umbilical, a tipificacdao confirmatoria é obrigatoria com DNA
obtido a partir de segmento do cordao umbilical. Repetir a tipificacao HLA-A, -B, -C -DRB1,
-DQB1 e -DPB1 em alta resolucdao e documentar a concordancia com a tipificacao prévia
informada para o cordao;

f) Confirmar os resultados homozigotos para um ou mais loci HLA em pacientes com doencas
hematoldgicas malignas por meio da repeticao da tipificacao HLA com DNA extraido de células
da mucosa bucal ou outro material bioldgico diferente do sangue ou por segregacao dos

haplotipos HLA nos membros da familia com definicao dos quatro haplétipos dos genitores.
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b)

d)

6.5.5.1 Os Laboratérios de Histocompatibilidade que realizam a analise de Quimerismo

utilizando marcadores STRs/VNTRs devem:

Antes da primeira analise de quimerismo, as seguintes informacoes devem ser coletadas
pelo laboratorio: dados demograficos completos, género, doenca de base, tipo de doador,
fonte de CTH (sangue periférico, medula 6ssea ou unidades de sangue de cordao
Unica/dupla/multiplas ou outros detalhes relevantes), género do doador e data do
transplante;

Ter reagentes apropriados para identificar marcadores informativos de receptores e
doadores entre os individuos testados, exceto para gémeos monozigoticos;

Assegurar a coleta de amostra pré-TCTH de sangue periférico antes do transplante e da
amostra do doador. Na auséncia da amostra pré-TCTH de sangue periférico pode ser
considerada a coleta de amostras que mantém o padrao constitucional do individuo, como
amostras de swab bucal e fio de cabelo. Amostras de DNA extraidas a partir de raspado
bucal coletados pos-transplante nao sao ideais para a analise de quimerismo devido a
probabilidade significativa de contaminacao de células do doador provenientes de leses de

GVHD da mucosa oral do receptor.

e A amplificacao de marcadores STRs por eletroforese capilar permite amplificar as
amostras pré-TCTH e do doador uma Unica vez e armazenar o perfil resultante no
software de analise. Essas amostras de referéncia podem ser utilizadas em analises
futuras em comparacao com o perfil STR das amostras pds-TCTH coletadas em
tempos sequenciais apos o transplante. Para analise de marcadores VNTRs em gel de
poliacrilamida, as amostras pré-TCTH, amostra do doador e amostra pés-TCTH
devem ser analisadas simultaneamente para cada marcador avaliado. Um marcador

de peso molecular deve ser incluido na corrida eletroforética.

Avaliar e considerar a estequiometria da reacao quando mais de um locus é amplificado em
uma Unica mistura de reacao (multiplex);

Otimizar a concentracao de DNA utilizada na técnica a fim de garantir a correta
interpretacao dos dados. Baixa concentracao de DNA ocasiona desbalanceamento de alelos
e alelos drop-out e altas concentracées de DNA promovem amplificacao preferencial e
amplificacao inespecifica;

Utilizar um ladder para cada bateria de amostras amplificadas, a fim de assegurar a correta
identificacao dos alelos dos respectivos marcadores STRs;

Para cada mapa de amplificacao incluir um controle positivo e um controle negativo;
Estabelecer os critérios de aceitacdao e rejeicao para uma amostra individual e para as

etapas de amplificacdo, corrida eletroforética e analise de resultados;
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i)

Estabelecer critérios para avaliar as quantidades relativas de receptor e doador em uma
determinada amostra quimérica mista, se os resultados forem relatados de maneira
quantitativa ou semiquantitativa;

Para analise do Quimerismo em subpopulacdes de células, por exemplo Linfécitos T,
Linfocitos B, Células NK ou Células mieldides, a pureza de cada fracao celular deve ser
determinada por técnicas apropriadas, como por exemplo a imunofenotipagem;

Deve ser estabelecido por cada laboratorio o limite minimo de pureza aceitavel nas
amostras de subpopulacdes de células, para liberacdo do resultado da porcentagem de
células do doador;

Sempre que possivel, marcadores totalmente informativos devem ser usados nos calculos do
percentual do quimerismo por STR. Descrever no procedimento o nimero minimo de loci

informativos e informar o nimero utilizados no laudo;

m) Descrever no procedimento como sao realizados os testes e a respectiva analise em caso de

n)

0)

P)

multiplos doadores;

Os laboratorios que utilizam marcadores STRs/VNTRs devem documentar, para cada locus
analisado, a localizacdo cromossomica, os alelos conhecidos para cada locus e as
caracteristicas distintivas (por exemplo, tamanhos, sequéncias) dos alelos que sao
amplificados;

O laboratorio deve ter um Procedimento Operacional Padrao (POP) para cada etapa da
técnica utilizada;

Deve ser realizado teste de controle de qualidade para os reagentes e/ou Kits utilizados.
Em se tratando de kit, o teste compreende a utilizacdo simultanea dos reagentes do
determinado lote em analise, nao havendo necessidade de testa-los separadamente;

Para o controle de qualidade de kits que apresentam lotes diferentes daqueles utilizados na
rotina, avaliar a porcentagem de quimerismo em trés amostras de pacientes ou amostras
provenientes do controle de qualidade externo;

Para o controle de qualidade de kits que apresentam o mesmo lote utilizado na rotina, mas
remessa em datas distintas, avaliar a porcentagem de quimerismo em apenas uma amostra

de paciente ou amostra proveniente do controle de qualidade externo.

6.6. Sistema pos-analitico

6.6.1. Introducao

6.6.1.1. Os resultados devem ser analisados e revisados pelo RT/supervisor

geral/diretor, RT substituto ou pessoa designada.
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6.6.1.2. Terceirizacao de exames de histocompatibilidade: o laboratério que enviar

amostras de receptores / doadores para ser testada em outro laboratdrio deve seguir as seguintes

regras:

a) As informacoes transcritas do laudo do laboratério executor do exame para o seu proprio
formato de laudo nao podem alterar os resultados ou as informacdes referentes a
interpretacao dos resultados que sao fornecidas pelo laboratério executor. Deve-se informar
no laudo o nome do laboratério que realizou o exame;

b) O laudo original enviado pelo laboratdrio executor do exame pode ser entregue ao cliente
(paciente, médico, REDOME/REREME);

c) O laboratorio solicitante podera permitir que o laboratorio executor do exame envie o
resultado do teste diretamente para o cliente, e, neste caso, o laboratorio executor deve

enviar uma copia do laudo ao laboratério solicitante.

6.6.2. Laudos

Deve-se prover de um sistema dimensionado para a demanda de exames do laboratério a fim de
garantir a entrega de resultados (laudos) no menor tempo possivel, com acuracia,
reprodutibilidade, confidencialidade e capacidade de emissao de segunda via em curto espaco de

tempo.

6.6.2.1. Os laudos de todos os tipos de testes devem conter as seguintes

informacgdes:

a) Identificacdo do laboratdrio executor do exame com endereco e telefone, os dados referentes
ao requerente, ao receptor, data da coleta da amostra, entrada da amostra e emissao do
resultado, assinatura pelo responsavel do laboratério;

b) Tipo de amostra bioldgica, por exemplo: soro, sangue periférico, sangue de cordao umbilical,
célula de mucosa bucal, linfonodos, baco etc.;

c) Identificacdo Unica da amostra no laboratério com o numero identificador do individuo
testado;

d) Os resultados dos testes realizados: Tipificacao HLA, Prova Cruzada de Linfécitos, PRA ou
Pesquisa de Anticorpos anti-HLA;

e) O método/kit do teste e, quando aplicavel, as unidades de medida com os valores de
referéncia do teste;

f) Quando aplicavel, a interpretacdo e os comentarios pertinentes aos resultados;

g) O laboratorio deve relatar no laudo quaisquer informacdes sobre as condicées das amostras

que nao atendam aos critérios estabelecidos para sua aceitacao.
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6.6.2.2. Laudos de Tipificacao HLA devem Informar:

A versao do banco de dados IMGT/HLA utilizada para interpretar os resultados de tipificacao
HLA deve ser incluida no laudo;

O relato dos alelos dos genes HLA e ou de seus produtos deve ser feito em conformidade com a
terminologia oficial vigente determinada pelo Comité de Nomenclatura HLA da OMS
(HTTP://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/);

As combinacoes de alelos ambiguos na tipificacao HLA de alta resolucao;

Os alelos nao resolvidos na tipificacao de alta resolucao;

e Os resultados de tipificacao HLA poderao ser reportados usando grupo G, grupo P ou
codificacao NMDP;

e No caso de resultado em grupo G ou P nao é obrigatorio listar os alelos nao
resolvidos que estao dentro do mesmo grupo G ou P;

e Quando os resultados de tipificacao HLA forem informados no laudo com os codigos
do NMDP, recomenda-se que sejam acompanhados de legenda para esclarecer o
grupo de alelos contemplados em cada codigo ou incluir o endereco para consultar
os codigos (NMDP: https://hml.nmdp.org/MacUl/).

6.6.2.3. Laudos de PRA e de Pesquisa de Anticorpos anti-HLA devem incluir:

Método utilizado para o calculo da porcentagem do PRA;

Metodologia, especificando o fabricante do reagente comercial;

Se designar especificidades dos anticorpos encontrados, mencionar o valor do ponto de corte
(cut off);

Recomenda-se oferecer referéncia sobre a intensidade média de fluorescéncia dos anticorpos;
E obrigatorio a avaliacdo de anticorpo doador especifico (DSA) nos casos de transplante de

células-tronco hematopoiéticas e nos casos de transplante renal doador vivo.

6.6.2.4 Laudos de analise de Quimerismo devem conter no minimo as seguintes

informacées:

Identificacao do paciente;

Identificacao do doador;

Descricao do material utilizado na amostra pré-TCTH, doador e p6s-TCTH (swab bucal, sangue
periférico, medula dssea, sangue de cordao umbilical e/ou fio de cabelo);

Data da coleta das amostras pré-TCTH, doador e pos-TCTH;

Resultado da analise de quimerismo em porcentagem de células do doador;

Descricao da metodologia utilizada e nimero de marcadores STRs/VNTRs analisados;


http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/
https://hml.nmdp.org/MacUI/
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g) Descricao da metodologia utilizada para isolamento das subpopulacées de células;
h) Porcentagem da pureza celular das subpopulacoes de células analisadas, liberadas dentro do
critério de pureza de cada laboratdrio. Se a pureza celular ndo for avaliada, essa informacao

deve constar no laudo com a devida justificativa.

Quando possivel, é recomendado que os resultados de quimerismo sejam relatados cumulativamente

na forma de uma tabela ou grafico.
6.6.2.5. Erros na Emissao de Laudos:

Em caso de erros, referentes aos resultados dos testes ou outros tipos de informacao, identificados

apos a emissao de laudos, o laboratorio devera:

a) Retificar o laudo e incluir a observacao que o laudo foi retificado na data pertinente;
b) Manter uma cépia do laudo original e do laudo retificado;

c) Manter um comprovante de que o cliente foi notificado da retificacao do laudo.

6.6.3. Liberacao de Resultados

O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer o plano de liberacao de
resultados de exames (incluindo distribuicao eletronica). Por exemplo, resultados de tipificacao
HLA de doadores voluntarios de medula 6ssea (DVMO) para cadastro no REDOME devem ser
fornecidos exclusivamente a este registro brasileiro; testes de histocompatibilidade solicitados por
médico de receptor com indicacdo de transplante de medula déssea ou de 6rgados solidos devem ser
fornecidos somente para pessoas autorizadas como o médico solicitante, receptor ou seus
responsaveis. Laudos com resultados de mais de um individuo nao devem ser divulgados, a menos

que seja recebido consentimento de todos os individuos reportados no laudo.
6.6.4. Avaliacdo pos-analitica

E obrigacdo do Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética estabelecer:

a) Sistema de avaliacao dos resultados dos exames que sao feitos em equipamentos diferentes ou
por métodos diferentes com periodicidade de 6 (seis) meses;

b) Sistema de avaliacao de laboratorios utilizados para terceirizacdo de exames por meio de
solicitacdo do envio anual dos resultados de teste de proficiéncia e de certificado de
acreditacao;

c) Implantacdo de politicas, processos e acdes documentadas para as seguintes situacoes:
resultado de exames de rotina e de amostras de testes de proficiéncia que nao atendem aos
padroes de aceitacdo estabelecidos pelo laboratorio, e identificacao de erros nos resultados

dos exames;
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d) Medidas corretivas imediatas em situacdes de erro nos resultados dos exames: notificar o

solicitante do exame; providenciar o envio do laudo retificado; arquivar a copia do resultado

errado e do retificado.

7. Medicao, Analise e Melhoria
7.1. Generalidades

O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve planejar e implementar os processos

necessarios de monitoramento, medicao, analise e melhoria, para:

a) Demonstrar a conformidade do produto/servico;
b) Assegurar a conformidade do sistema de gestao da qualidade;

c) Melhorar continuamente a eficacia do sistema de gestao da qualidade.

7.2. Medicao e monitoramento
7.2.1. Auditoria interna

7.2.1.1. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve executar
auditorias internas em um ano apos a acreditacao/renovacao de acreditacao, para determinar se o

sistema de gestao da qualidade:

a) Estd conforme com as disposicoes planejadas, com os requisitos desta norma e com os
requisitos do sistema de gestao da qualidade estabelecidos pelo Laboratorio de
Histocompatibilidade e Imunogenética;

b) Esta mantido e implementado eficazmente.

7.2.1.2. O responsavel pela area a ser auditada deve assegurar que as acdes sejam
executadas, sem demora indevida, para eliminar nao conformidades detectadas e suas causas e
para o aprimoramento da qualidade dos produtos/servicos. As atividades de acompanhamento
devem incluir a verificacao das acdes executadas e o relato dos resultados de verificacao.
Recomenda-se que o Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética utilize os padroes das

Listas de Verificacao da ABHI para a conducao do seu processo interno de auditoria.
7.2.2. Reclamagdes

O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer um plano para
documentar reclamacdes e problemas relatados ao laboratério pelos clientes (receptores ou
responsaveis, médicos, laboratorios conveniados, REDOME e outros). As reclamacoes devem ser

investigadas e as acoes corretivas devem ser tomadas sempre que pertinentes.
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7.2.3. Controle da Qualidade

O programa de controle de qualidade interno deve estabelecer procedimentos que monitorem a

acuracia e precisao do processo analitico.

7.2.3.1. Controles para deteccao de erros nos testes

Os procedimentos de controle devem detectar erros imediatos que ocorrem devido a falhas do

sistema de teste, condicées ambientais adversas e desempenho do operador.

a) As amostras controles devem ser analisadas da mesma forma que as amostras-teste;

b) Deve-se estabelecer o nimero, o tipo e a frequéncia dos controles utilizando, quando
aplicavel, as especificacoes de desempenho verificadas ou estabelecidas pelo Laboratoério
de Histocompatibilidade e Imunogenética;

c) Os tipos de controles podem ser comerciais ou formas alternativas descritas na literatura;

d) Para cada teste qualitativo e semiquantitativo, deve-se incluir um controle negativo;

e) Um controle positivo deve ser incluido no minimo semanalmente em cada teste qualitativo
e semiquantitativo;

f) Nos testes em que a inibicdo de uma reacao for fonte significante de resultados falso
negativos deve-se incluir um tipo de controle capaz de detectar a inibicao. Por exemplo, o
uso de controles internos no método da PCR-SSP;

g) Nas corridas de eletroforese, recomenda-se a utilizacao de marcadores de peso molecular;

h) O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve definir critérios de aceitacao
ou de rejeicao dos resultados, de acordo com a metodologia utilizada, apo6s avaliacao dos
resultados dos controles. Os resultados das analises dos controles devem ser registrados.

i) As ocorréncias e as respectivas acoes corretivas adotadas quando houver rejeicoes de

resultados de amostras controle devem ser sempre registradas.

7.2.3.2. Controles para teste de reagentes e equipamentos

Validar o teste usando controles ou amostra com resultados conhecidos, antes de reiniciar o teste

com amostras (rotina), nas seguintes situacoes:

a)

Novo lote de reagentes: realizar teste paralelo com o lote prévio ou utilizar
controles/amostras conhecidas. O numero de testes para liberar este novo lote deve ser
determinado pelo Responsavel Técnico/Supervisor geral/Diretor, por exemplo: lote novo - 3
amostras, mesmo lote - 1 amostra;

Novo despacho do mesmo lote de reagentes: testar pelo menos uma amostra ja conhecida para

demonstrar que os reagentes nao foram comprometidos durante o despacho;
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c¢) Novo equipamento: testar amostras conhecidas e o nimero de testes deve ser determinado

pelo Responsavel Técnico/Supervisor geral/Diretor.

7.2.3.3. Controle de DNA contaminante pelo teste do esfregaco

O teste do esfregaco de diferentes superficies (bancadas, equipamentos, micropipetas, portas de
refrigeradores, freezers e portas em geral) nas areas pré-PCR deve ser realizado porque permite a
deteccao de DNA contaminante.

O numero de superficies testadas (esfregacos) e a frequéncia da realizacao do teste devem ser
definidos pelo/supervisor geral/Diretor (por exemplo: semanal, quinzenal, mensal).

Deve-se monitorar a potencial contaminacdao utilizando métodos que sejam no minimo tao
sensiveis quanto os métodos de rotina e utilizando primers apropriados para detectar os produtos
de amplificacdo produzidos com maior frequéncia no Laboratério de Histocompatibilidade e
Imunogenética. Incluir pelo menos um controle negativo (sem DNA) e um controle positivo em cada
bateria de esfregacos a serem testados.

Recomenda-se que cada bateria de teste do esfregaco seja realizada sem adicao de DNA e
paralelamente com a adicao de DNA para controle de inibicao da PCR.

Se for detectada contaminacdo e ou inibicao deve-se proceder a limpeza da "area contaminada”
e/ou "area fonte de inibicao". Apos a limpeza, repetir os esfregacos das areas comprometidas e
retesta-las com a maior brevidade possivel. Documentar todos os resultados e as medidas para
prevenir futuras contaminacoes.

Toda a equipe do laboratoério deve ser informada sobre o resultado do teste do esfregaco apos a

avaliacao.

7.3. Melhorias
7.3.1. Melhoria Continua

O Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética deve continuamente melhorar a eficacia
do sistema de gestao da qualidade por meio do uso da politica da qualidade, objetivos da

qualidade, resultados de auditorias e acoes corretivas.

7.3.2. Acdo Corretiva

7.3.2.1. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve executar acoes
corretivas para eliminar as causas de nao conformidades, de forma a evitar sua repeticao. As acoes
corretivas devem ser apropriadas aos efeitos das nao conformidades encontradas.

Um procedimento documentado deve ser estabelecido para definir requisitos para:

a) Analise critica de nao conformidade (incluindo reclamacdes de clientes);
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Determinacao das causas de nao conformidades;

Avaliacao da necessidade de acbes para assegurar que aquelas nao conformidades nao
ocorrerao novamente;

Determinacao e implementacao de acoes necessarias;

Registro dos resultados de acées executadas;

Analise critica de acdes corretivas executadas.

7.3.2.2. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética deve estabelecer

politicas para esclarecer discordancias intra ou interlaboratorios.

Devem-se estabelecer politicas e procedimentos de acoes corretivas disponiveis para uso, quando

necessario, garantindo o funcionamento do Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética

para testar as amostras clinicas de forma a garantir a acuracia dos resultados, incluindo, mas nao

se limitando, a:

a)

Equipamentos ou metodologias que nao cumprem as exigéncias dos parametros de
funcionamento e especificacoes;

Os resultados de material de controle e de calibracao nao atendem aos critérios de
aceitabilidade do Laboratério de Histocompatibilidade e Imunogenética. Todos os exames
realizados neste periodo tém de ser avaliados para determinar se o resultado do exame esta
comprometido pelo problema. O Laboratorio de Histocompatibilidade e Imunogenética tem que
adotar acdes corretivas para assegurar acuracia no resultado do exame;

0 nao cumprimento dos critérios para o armazenamento adequado de reagentes e amostra;
Erros identificados nos testes de proficiéncia externo da ABHI devem ser documentados,
analisados e acoes corretivas devem ser adotadas para prevenir recorréncia;

Acidentes de qualquer natureza no espaco de trabalho devem ser documentados, investigados e

estabelecidas acOes corretivas para prevenir a recorréncia.

7.4. Confidencialidade das informac¢des do paciente

O laboratorio deve estabelecer e seguir uma politica escrita para garantir a confidencialidade das

informacdes de salde protegidas durante todas as fases do processo de teste, incluindo a prevencao

de acesso nao autorizado aos dados, limitando o acesso aos dados com base na funcao do usuario,

controle da instalacao do software e manutencao da confidencialidade e seguranca durante o

armazenamento interno e externo e transferéncia de dados.



