Teste para determinar grupo sanguineo RapidVet®-H
Uso “in vitro” Canine DEA 1

NOTA IMPORTANTE SOBRE O TESTE
Por favor, certifiqgue-se de ler e acompanhar as etapas do procedimento com cuidado.

Descricdo e Finalidade: Como a préatica da medicina transfusional veterinaria, sofreu enorme crescimento nos ultimos anos, tem
aumentado a importancia de identificar o tipo sanguineo em caninos™?. RapidVet-H (DEA 1 Canino) destina-se a classificar cies com
DEA 1 positivos ou negativos.

Embora sabe-se que os cdes ndo possuem isoanticorpos de grupos sanguineos incompativeis, e, portanto, geralmente toleram bem
uma transfusdo incompativel inicial, a boa pratica da medicina veterinaria dita que tais transfusdes devem ser evitadas. A meia-vida
das células incompativeis transfundidas, sera bastante curto, e assim, o resultado terapéutico pretendido pode ndo ser alcancado.
Além disso, a necessndade de uma transfusdo futura do paciente canino deve ser considerada. Os anticorpos resultantes de
transfuséo de sangue |ncompat|ve|s podem formar-se 5 a 7 dias ap6s a transfusdo, e terdo viabilidade longa. O que acarretara
problema em transfusdo emergencial futura.

Além disso, os anticorpos resultantes de transfuséo de grupos sanguineos incompativeis desenvolvidos em cadelas, devem ser motivo
de preocupacgéo especial dos criadores. Uma vez que, os anticorpos presentes no colostro das cadelas com isoanticorpos para um
determinado tipo de sangue, ndo devem ser cruzadas com macho que possui este grupo sangumeo Os filhotes poderdo desenvolver
isoeritrélise e até mesmo morrer devido a anemia hemolitica*®™*°

Oito antigenos especificos foram identificados na membrana celular dos eritrécitos canino™®. O sistema internacionalmente aceito de
grupo sanguineo canino, Sistema "DEA" ( Dog Erythocyte Antigen), baseia-se nestes antigenos. Atualmente, caracteriza oito grupos
sanguineos comuns, os antigenos DEA 1.1, 1.2, 3,4,5,6,7e 8.

DEA 1.1 e 1.2 s&o os fatores sanguineos mais importantes do cdo. Ambos s&o altamente antigénicos mas DEA1.1 é o fator principal
na transfusao™****4?*?* Estima-se que 40% de todos os cdes sdo DEAL.1 positive’. Embora todos os antigenos dos grupos
sanguineos sejam capazes de estimular a formacédo de isoanticorpos, DEA 1.1 apresenta maior potencial. Assim, a maioria das
reacOes resultantes da transfusdo de células incompativeis ocorre quando DEA 1,1 com sangue positivo é doado a um DEA1.1
negativo‘ﬁ Reagdes clinicamente significativas & DEAL.2 pode ocorrer, mas s@o menos severas do que as reacbes de DEAL.1
positivo. DEA 7 pode ser um fator de reagédo nas transfusdes, mas uma vez que é uma aglutinina fraca e um isoanticorpo que ocorre
naturalmente, é considerada como tendo baixo significado clinico. Os demais antigenos nas transfusdes causam problemas
insignificantes”.

Pesquisa recente utilizando imunocromatografia e citometria de fluxo, demonstrou que os componentes do subsistema DEA 1 (DEA
1.1, 1.2 e possivelmente 1.3), ndo s&o tipos sanguineos diferentes, mas sim, expressdes diferentes do mesmo antigeno da célula
vermelha (de negativo para fortemente positivo). Um estudo em 66 cées descobriu que 46, ou 70%, eram DEA 1 positivo. O ideal é
que todo o sangue transfundido seja DEA1.1 negativo. Algumas ragas, como os galgos sdo particularmente adequados como
doadores de sangue, por causa de uma baixa concentragéo dos antigenos DEA 1 e DEA 7. No entanto, até o conceito de banco de
sangue canino é amplamente aceito com sangue prontamente disponivel, a partir de fontes comerciais, transfusé@o de sangue de cdes
que estdo presentes na area no momento da necessidade, permanecera normal.

Pode ocorrer resultados equivocados devido a cdes com auto-aglutinagéo e anémicos. O paciente canino, ja vindo com informagédo da
tipagem sanguinea, é o mais indicado. Identificar um cdo em particular com DEA 1 positivo ou negativo, no nascimento, ajuda a
tomada de decis&o no futuro. Cé&o DEA 1 positivo pode receber tanto sangue de céo DEA 1 positivo e negativo. Um c&o que é DEAL
negativo, ndo deve receber sangue de DEA 1 positivo.

Principio e Explicacdo do Teste: O RapidVet-H (DEA 1 Canino) baseia-se na reacéo de aglutinagdo, que ocorre, quando eritrécitos
que contenham antigeno DEAL na superficie da membrana celular, interagem com anticorpos monoclonal especifico anti-DEA 1 que
esta liofilizado e aderido no cartdo de teste. O anticorpo monoclonal é reconstituido com diluente para formar um anti-soro, e é
misturado com o sangue total do doente. Todos os eritrécitos positivos DEA 1 reagem com o anti-soro. O anti-soro ndo reage com 0s
eritrécitos negativos DEA 1. Os resultados sé&o identificados visualmente.

Observacéo: Um certo nimero de pacientes caninos exibem auto-aglutinagéo de varios graus, devido a fatores no soro que provocam
a auto-aglutinacdo das préprias células vermelhas do paciente. RapidVet-H (DEA 1 Canino) fornece um poco que identifica esses

pacientes. Se um paciente exibe esta condigdo no teste, deve-se antes de realizar o teste, separar o soro e lavar os gl6bulos
vermelhos antes de realizar. Instrugdes para lavagem das heméacias podem ser encontradas no nosso site

www.vpdiagnostico.com.br

Reagentes e Materiais: O kit de teste contém os reagentes e 0s materiais listados abaixo. Guardar na posi¢éo vertical.

Cartes de teste de aglutinagdo. Cada cartdo tem trés pogos identificados como Auto-aglutinacdo> “Auto-Agglutination Saline
Screen”, DEA 1 Controle Positivo >"Positive Control", e teste do paciente > "Patient Test". Os cartdes sdo embalados individualmente

em polietileno, hermeticamente fechados, cada um contendo um dessecante.

Frasco com diluente: O frasco de plastico transparente contém fosfato 0,02 mol / L de tampé&o fosfato (PBS) a pH 7,4. A ponteira
dispensa 40 pL.

Pipetas e agitadores: Cada saco de polietileno contém duas pipetas de plastico e trés agitadores.
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CONDIGOES DE CONSERVAGAO

1. Os Cartdes de teste de aglutinag@o séo estaveis a temperatura ambiente (20-25 °C) por um periodo de 24 meses a partir da data

da fabricagdo. Guarde os cartdes em sua embalagem de polietileno longe da luz solar direta. Cada cartdo de teste tem uma data
de validade impressa.

2. O diluente é estavel a temperatura ambiente durante 24 meses a partir da data da fabricagéo. Cada frasco de diluente

tem uma data de validade impressa.

NOTA: Cada caixa com o kit de teste RapidVet-H (DEA 1 Canino) é impressa com data de validade, que representa a data

de vencimento do componente com menor data de vencimento do kit. Mesmo que alguns componentes do kit possam
ter datas de validade mais tardia individuais, ndo é recomendado o seu uso com outros componentes de outros kits.

PROCEDIMENTO DO TESTE

1.

10.

11.

12.

Extrair o sangue do paciente para seringa ou tubo revestido com EDTA, ou contendo EDTA como anticoagulante. O
teste requer apenas 150 pL de sangue total, mas o tubo ou seringa deve ser completado de modo que o EDTA fique
com uma concentracédo adequada. Se o teste ndo for realizado imediatamente, ndo deve-se adicionar conservantes
como CPDA (citrato-fosfato-dextrose-adenina) no sangue.

Remova o cartdo de teste de sua embalagem plastica. Guarde a embalagem pléstica e reserve o dessecante.
Escreva o nome/nimero do céo e a data do teste no cartdo. Coloque o cartdo de teste em uma superficie plana.
DISPENSE 1 gota de diluente (40 pL) do frasco com o tamp&o no pogo “Auto-Agglutination Saline Screen”

Aspire uma pequena quantidade de amostra do paciente para a pipeta e goteje (50 pL) no mesmo pogo marcado
“Auto-Agglutination Saline Screen” (Ver nota 1 para o uso correto da pipeta). Com o misturador (levemente)
pressionado para baixo, e com a parte plana, misturar os materiais dentro da totalidade do pogo, por cerca de 10
segundos.

Uma pequena percentagem de cédes doentes e de cédes saudaveis auto-aglutinam. Se a auta-aglutinagéo ocorrer,
PARAR o teste e realizar os procedimentos normais de lavagem de células antes de prosseguir (método no site
www.vpdiagnostico.com.br). Pode ser possivel determinar se o céo é DEAL positivo ou negativo, apesar da auto-
aglutinacéo, se a auto-aglutinacéo for leve. No entanto, devido a dificuldade de diferenciacéo entre os resultados
positivo e negativo, em tais circunstancias, este deve ser tentado somente em situacdes de emergéncia, quando o
tempo e / ou 0 pessoal necessario para lavar as células ndo esta disponivel. Pode ser usado os seguintes critérios: se
a aglutinagdo no pogo do paciente for igual a auto-aglutinagéo, o cdo provavelmente seja DEAL negativo. Se a
aglutinagao no pogo do paciente for substancialmente mais aglutinada que no pogo da auto-aglutinagéo, o céo é
provavelmente DEA 1 positiva.

Se a auto-aglutinagdo ndo ocorrer, prossiga para a préoxima etapa

DISPENSE 1 gota de diluente (40 puL) nos 2 pogos restantes. O diluente auxilia na reconstituicdo do material liofilizado
no poco controle e do paciente.

ASPIRAR uma pequena quantidade de amostra do paciente com a pipeta e gotejar uma gota (50 pl) no pogo marcado
“Positive Control". Utilizando um novo agitador e pressionando para baixo com a parte plana, espalhar e misturar os
materiais dentro da totalidade do pogo durante cerca de 10 segundos.

Novamente ASPIRAR uma pequena quantidade de amostra do paciente e goteje (50 pL) para o pogo marcado "Patient
Test" . Utilizando um novo agitador e pressionando para baixo com a parte plana do agitador, espalhar e misturar os
materiais dentro da totalidade do pogo durante cerca de 10 segundos.

Movimente o cartdo, usando um movimento transaxial, por ndo mais do que um minuto, tempo menor se a aglutinagéo
ja ocorreu no poco “teste do paciente" , cuidado para que os materiais estejam homogeneizando e "girando" dentro de
cada pogo. Tenha cuidado para ndo misturar material de um pogo para outro.

A aglutinacdo é uma ligagao eletrostatica de células e anticorpos e, assim, é reversivel. Se a aglutinagdo aparece e
desaparece e volta a aparecer, ou se o operador ndo sabe ao certo se o que vé é a aglutinagdo, isto ocorre
provavelmente devido a um efeito de pr6-zona. Isto pode ocorrer, em cdes com mdltiplos tipos de sangue, e poucos
antigenos DEA 1 na membrana celular do eritrécito, em relagdo & concentragédo do anticorpo monoclonal do pogo. Em
tais casos, adicionar uma segunda gota de diluente e movimentar a placa durante mais 30 segundos, antes de ler o
resultado. Isto ir4 potencializar a reagdo se, e apenas se, o animal for DEA 1 positivo.

LER os resultados e anotar os pogos em que ocorreram as aglutinagées. O Guia de Interpretagdo Canino incluido
pode ser utilizado como uma referéncia. Recomendamos entretanto que os resultados informados ndo sejam somente
como DEA 1 positivo ou negativo, mas informar quando positivo, também o grau (fraco a forte) de DEA 1.

Depois que o cartdo foi lido, tirar uma fotografia digital para ter um registro permanente.

Alternativamente, inclinar o cartdo a um angulo de 10° para que o excesso de sangue corra para o fundo dos pogos.
Colocando a parte superior da placa no dessecante vai conseguir isso. Depois que 0s materiais no cartdo secarem,
coloque o cartdo na embalagem pléstica para um registro permanente.
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PROCEDIMENTO NOTA 1: Utilizag&o da pipeta: Segure o tubo de plastico entre o polegar e o dedo indicador, apertar bem
e ndo liberar a presséo. Segurar o tubo de amostra verticalmente e colocar a extremidade aberta do tubo de plastico e
mergulhe abaixo da superficie da amostra. Diminua a pressédo dos dedos para pipetar a amostra.

Em seguida, segure a pipeta em posig¢éo perpendicular diretamente sobre o poco para o qual a amostra se destina. Aperte
suavemente e permita que caia no pogo 50 pL. A pipeta é concebida para expelir ligeiramente um excesso de 50 pl para
compensar uma pequena quantidade de amostra retida pelo agitador.

Use cada pipeta apenas uma vez, em seguida, descartar. Sob nenhuma circunstancia utilize a pipeta mais de uma vez, pois
havera contaminagédo fazendo com que os resultados dos testes sejam imprecisos.

Resultados: Se o teste foi executado corretamente, aparecera uma aglutinagéo visivel no pogo "Positive Control”. Se
ndo houver nenhuma aglutinagéo no controle positivo, o ensaio nao foi executado corretamente.

NOTA: O pogo controle ndo tem outra finalidade. O material liofilizado no “Positive Control” também NAO E O
MESMO que o do poco “Patient Test”

Se a amostra do paciente ocorrer aglutinagdo no pogo marcado “Patient Test” e ndo houve auto-aglutinagéo, o paciente
canino é DEA 1 positivo. Se ndo houver aglutinagéo visivel no pogo marcado “Patient Test”, o paciente € DEA 1 negativo.

Qualquer aparéncia granular fina desenvolvida apés 1 minuto deve ser desconsiderada na determinacgéo dos resultados. A
velocidade de aglutinagéo e o tamanho dos aglomerados de um paciente DEA 1 positivo, pode ser diferente do pogo
controle positivo. Ao contrario dos seres humanos, um animal pode possuir mais de um tipo de sangue primario. Em tal
caso, as células vermelhas levarao tais antigenos de cada tipo. Tal animal vai levar menos antigenos DEA 1 do que um
animal que s6 tem DEA 1 de um tipo de sangue primario.

Se o paciente estd muito anémico, o padréo de aglutinagéo pode ter a forma de pequenos agregados discretos, com o
tamanho de uma cabeca de alfinete, em vez de grande aglutinagéo .

LIMITAGOES DO TESTE:

1. Para obtengéo de resultados precisos, é essencial que o procedimento correto seja seguido.

2. Sempre use uma nova pipeta para cada amostra e um novo agitador para cada pogo. Reutilizar qualquer dispositivo fara
com que haja contaminagdo cruzada e resultados imprecisos.

3. Sempre execute os pogos de controle em cada cartéo de teste, mesmo que testar varios pacientes e usando Varios
cartdes de teste. Os pogos de controle séo usados como evidéncia de que o teste foi realizado corretamente e cria um
registro permanente adequado.

4. A estabilidade dos componentes individuais do kit varia. Armazenar os componentes, conforme indicado nos rétulos. Nao
use nenhum componente além da data de validade indicada. O uso de materiais vencidos podem dar resultados nédo
confiaveis.

5. O diluente é fornecido em frasco com tampa de rosca, para minimizar a contaminagéo bacteriana ou outro problema. O
diluente de outras fontes, ndo deve ser utilizado.

6. A integridade fisica da amostra do paciente € critico para os resultados corretos.
7. Sempre amostrar uma seringa cheia ou tubo contendo EDTA. Menos sangue ird causar uma concentragdo demasiado

elevada de EDTA na amostra a ser testada.

Caracteristicas de desempenho: Um total de 145 amostras de eritrécitos canino, dos quais 127 foram escolhidos
aleatoriamente, foram testados utilizando anti-soro canino DEAL.1 e o kit RapidVet-H (Canine DEA 1.1). Os resultados
foram idénticos: 91 amostras foram DEA 1.1 positiva e 54 foram DEA 1.1 negativa. Nove destas amostras foram testadas
vérias vezes ao longo de um periodo de varios dias, com resultados consistentes, demonstrando a reprodutibilidade do
ensaio.

Eliminac&o: Eliminar todos os materiais biolégicos, pipetas e agitadores em um recipiente de risco biolégico.

Controlo de Qualidade: Todos os reagentes e materiais incorporados neste kit tem sua qualidade controlada por
procedimentos de teste padréo, usando programa de controle de qualidade de rotina durante a fabricacéo.
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GUIA PARA RESOLUCAO DE PROBLEMAS

PROBLEMA

POSSIVEL CAUSA

ACAO CORRETIVA

Né&o ocorreu aglutinag@o no pogo
"Positive Control"

A) esqueceu de usar diluente para
reconstituir o material liofilizado

b) adicionou no pogo quantidade
incorreta de diluente ou amostra, ou
ndo adicionou a segunda gota de
diluente de acordo com o
procedimento 10

c)ao misturar sangue e o liofilizado,
provocou abrasdo do cartdo com o
misturador, pelo excesso de forca
aplicada

Rever cuidadosamente os
procedimentos usados.

Repetir o teste

Reacdo negativa no poco "Patient
Test" com o soro de um paciente
canino sabidamente DEA 1
positivo, por outra metodologia

a) o mesmo que os itens a, b, c acima

b) quantidade insuficiente de sangue
em relagdo ao EDTA ao coletar a
amostra

c) uso de concentrado de hemécias,
em vez de sangue total, como amostra

d) a outra metodologia n&o é precisa

a) revise cuidadosamente os
procedimentos usados. Repetir o
teste, se necessario.

b) ver procedimento n° 1 e limitagdes do
procedimento n°7

c) diluir a amostra 1:1 com solugéo
salina fisiolégica e retestar

A aglutinagdo ocorreu no poco
"Patient Test" mas tem
caracteristicas diferentes as do
poco "Positive Control"

E normal de ocorrer

Ler o resultado normalmente

Aglutinacédo desaparece/ ndo tem
certeza que seja aglutinagéo

Prozona. Concentragéo de anticorpos
muito maior do que os sitios de
ligagBes na membrana celular dos
eritrécitos do canino DEA 1, em cées
com varios tipos de sangue

Como observado no procedimento n °©
10, adicionar mais uma gota de diluente
e somente balancar o cartdo, mas nao
misture com o misturador.
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