Teste para Determinacao de Grupo Sanguineo RapidVet®-H
Para uso in vitro. Canine DEA 1

DESCRIGAO E USO PRETENDIDO

A medida que a pratica da medicina transfusional veterinaria passou por um enorme crescimento nos tltimos anos, a importancia
da identificagéo dos tipos sanguineos aumentou." 2

Embora seja amplamente verdade que os caes ndo possuam isoanticorpos contra grupos sanguineos incompativeis e, portanto,
geralmente tolerem bem uma transfusao inicial incompativel, a boa pratica da medicina veterinaria determina que tais transfusdes sejam
evitadas. A meia-vida das células incompativeis transfundidas sera bastante curta e o resultado terapéutico pretendido pode nao ser
alcancgado. Além disso, devem ser consideradas as futuras necessidades do paciente canino. Anticorpos resultantes de uma transfusao
incompatl’vel2 podem se formar em apenas 5 a 7 dias e permanecer viaveis por longo periodo, eliminando a possibilidade de utilizar sangue
incompativel em uma futura situagao de emergéncia.

Além disso, anticorpos desenvolvidos em fémeas sensibilizadas por transfusdo de grupos sanguineos incompativeis sdo motivo de
preocupacgao especial para criadores. Como os anticorpos estdo presentes no colostro, fémeas com isoanticorpos para determinado tipo
sanguineo ndo devem ser acasaladas com machos que possuam esse grupo sanguineo se forem amamentar os filhotes resultantes.” *® Os
filhotes lactentes desenvolverdo isoeritrolise e poderdo ser suscetiveis a doengas ou até morrer devido 4 anemia hemolitica.* ®°

Historicamente, o sistema internacionalmente aceito de grupos sanguineos caninos, o “DEA” (Dog Erythrocyte Antigen — Antigeno
Eritrocitario Canino), era baseado em oito antigenos especificos identificados na superficie dos eritrécitos caninos.”® Atualmente caracteriza
oito grupos sanguineos comuns, dez antigenos DEA1.1,1.2,3,4,5,6,7¢e 8.

DEA 1.1 e 1.2, considerados parte do subsistema DEA 1 devido a similaridade antigénica, sdo os fatores sanguineos mais
significativos no cdo. Ambos sdo altamente antigénicos, mas o DEA 1.1 é considerado o principal fator litico na medicina transfusional
Canina.1 4 11 14 22 24

Estima-se que 40% dos caes sejam DEA 1.1 positivos.3 Embora todos os antigenos de grupos sanguineos sejam capazes de
estimular a formagao de isoanticorpos, acredita-se que o DEA 1.1 tenha o maior potencial de estimulagédo. Assim, a maioria das reagdes
decorrentes de transfusado incompativel ocorre quando sangue identificado como DEA 1.1 positivo é administrado a um receptor DEA 1
negativo.2 Reagodes clinicamente significativas ao que foi considerado DEA 1.2 podem ocorrer, mas sdo menos severas do que aquelas
relacionadas ao DEA 1.1 positivo. O DEA 7 pode participar de reagdes transfusionais, mas como é uma crioaglutinina e um isoanticorpo
natural, é considerado de baixa significancia clinica. Os antigenos restantes sdo considerados clinicamente insignificantes em problemas
transfusionais.*

Pesquisas mais recentes [utilizando imunocromatografia e citometria de fluxo] demonstraram que os componentes do subsistema
DEA 1[DEA1.1,1.2 (e possivelmente 1.3)] ndo séo tipos sanguineos separados, mas diferentes expressoes (de negativo a fortemente positivo)
do mesmo antigeno eritrocitario. Um estudo com 66 cdes mostrou que 46, ou 70%, eram DEA 1 positivos.

Idealmente, todo sangue transfundido deveria ser negativo para DEA 1. Certas ragas, como o Greyhound, sdo particularmente
adequadas como doadoras devido a baixa frequéncia dos antigenos DEA 1 e DEA 7. Entretanto, até que o conceito de banco de sangue canino
seja amplamente aceito e haja sangue prontamente disponivel de fontes comerciais, transfusdes realizadas com céaes disponiveis
localmente continuardo sendo a norma.

Como varios caes podem apresentar auto-aglutinagéo e caes muito anémicos podem gerar resultados duvidosos, recomenda-se
a tipagem antes de uma necessidade urgente. Identificar um cdo como DEA 1 positivo ou negativo ao nascimento simplifica muito futuras
decisdes. Um céao DEA 1 positivo pode receber sangue DEA 1 positivo ou negativo. Um cao DEA 1 negativo ndo deve receber sangue DEA 1
positivo.

O RapidVet®-H (DEA 1 Canino) destina-se a classificagdo de caes como DEA 1 positivos ou negativos.

PRINCIPIO E EXPLICACAO DO TESTE
O teste RapidVet-H (DEA 1 Canino) baseia-se na reagao de aglutinagao que ocorre quando um eritrécito contendo antigeno DEA 1 em sua
membrana interage com um anticorpo monoclonal murino especifico para DEA 1, liofilizado no cartao de teste

Todos os eritrocitos DEA 1 positivos reagem com o antissoro causando aglutinagéo. O antissoro é completamente n&o reativo com eritrécitos
DEA 1 negativos. Os resultados séo identificados visualmente.



ADVERTENCIA
Certos pacientes caninos apresentam auto-aglutinagao em diferentes graus devido a fatores séricos que causam aglutinagao dos préprios

eritrocitos do paciente. Se isso ocorrer sob as condigdes do teste, ndo sera possivel tipar definitivamente o paciente sem separar o soro e
lavar seriamente os eritrocitos restantes antes de realizar o teste. Um pogo é fornecido em cada cartado para triagem desses pacientes.

REAGENTES E MATERIAIS:
Este kit contém os reagentes e materiais listados abaixo. Um guia de interpretagéo e cartdes de relatério de grupo sanguineo também séo

fornecidos.

CARTOES DE TESTE DE AGLUTINAGAO
Cada cartao possui 3 pogos visualmente definidos identificados como: “Auto-Agglutination Saline Screen”, “Positive Control” e “Patient Test”.

Os cartdes sdo embalados individualmente em envelopes de polietileno selados, contendo um saché dessecante.
Um frasco plastico transparente conta-gotas contém solugao salina tamponada com fosfato 0,02 mol/L em pH 7,4. A ponta dispensadora
libera 40 pL.

PIPETAS E MISTURADORES
Cada embalagem de polietileno contém 2 pipetas plasticas e 3 bastdes misturadores de madeira.

Materiais Necessarios, mas ndo Fornecidos:

Materiais laboratoriais e solucao salina normal necessarios para preparacao da amostra eritrocitaria do paciente.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE
1. Os cartdes de aglutinagdo sdo estaveis em temperatura ambiente (20-25°C) por um periodo de 24 meses a partir da data de

fabricagao. Armazenar os cartdes em seus envelopes de polietileno, longe da luz solar direta. Cada cartao possui data de validade.
2. Odiluente é estavel em temperatura ambiente por 24 meses a partir da data de fabricagdo. Cada frasco possui data de validade.
NOTA: Cada kit € rotulado com uma data de validade correspondente ao componente de menorvalidade no kit. Embora alguns componentes
possam ter validade individual posterior, ndo é recomendado utilizar componentes de kits diferentes.

PREPARACAO DA AMOSTRA DO PACIENTE
1. Coletar sangue do paciente em seringa ou tubo de tampa roxa contendo EDTA como anticoagulante. A seringa ou o tubo
devem ser preenchidos completamente para garantir concentracdo adequada de EDTA. Se a tipagem sanguinea nao for
realizada imediatamente, ndo adicionar conservantes como CPDA. Néo utilizar heparina.
2. Centrifugar o sangue total com EDTA por 10 minutos. Desprezar o sobrenadante (plasma). Manter apenas os eritrocitos.
3. Em um tudo limpo, dispensar no minimo 100 uL (0,1 mL) de eritrécitos. Adicionar solugao salina estéril, no mesmo volume

que os eritrocitos adicionados. Homogeneizar bem. Esta é a amostra do paciente.

PROCEDIMENTO

1. REMOVER o cartao de teste do envelope plastico. Guardar o envelope e separar o saché dessecante.

2. IDENTIFICAR o cartdo com o nome/nimero do cao e a data do teste. Colocar o cartao sobre superficie plana.

3. DISPENSAR duas gotas (80 uL) de diluente no pogo identificado como “Auto-Agglutination Saline Screen”.

4. ASPIRAR pequena quantidade da amostra do paciente em uma pipeta fornecida e liberar 1 gota (50 yL) no pogo “Auto-Agglutination
Saline Screen”. (Ver Nota de Procedimento 1 para uso correto da pipeta.) Utilizando um misturador e pressionando suavemente sua
parte plana, espalhar e misturar o material por toda a extensdo do pogo por aproximadamente 10 segundos. Girar o cartdo em
movimento transaxial por aproximadamente 30 segundos e observar se ocorreu aglutinagao.

5. COLOCAR o cartdo sobre superficie plana e adicionar 1 gota de diluente (40 uL). NAO MISTURAR. Girar novamente o cartao
por 30 segundos em movimento transaxial e observar se ocorreu aglutinagao.

6. Pequena porcentagem de caes doentes e saudaveis apresenta autoaglutinagéo. Se houver aglutinagdo, INTERROMPER o teste e
realizar procedimentos normais de lavagem celular antes de continuar. Pode ser possivel determinar se o cdo € DEA 1 positivo ou
negativo apesar da autoaglutinagdo quando esta for leve. Entretanto, devido a dificuldade de diferenciagcao entre resultados
positivos e negativos nessas circunstancias, isso deve ser tentado apenas em situagdes de emergéncia. Se o usuario prosseguir, 0s
seguintes critérios podem ser utilizados: se a aparéncia no pogo do paciente for igual a do pogo de autoaglutinagdo, o cao
provavelmente é DEA 1 negativo. Se houver aglutinagdo substancialmente maior no pogo do paciente, o cao provavelmente € DEA
1 positivo.

Se nédo ocorrer autoaglutinagao, prossiga para a préxima etapa.

7. DISPENSAR 2gotas de diluente (80 uL) em cada um dos dois pocgos restantes. O diluente auxilia na reconstituicdo do material
liofilizado nos pogos controle e paciente.

8. ASPIRAR pequena quantidade da amostra do paciente em uma pipeta e liberar 1 gota (50 pL) no pogo “Positive Control”. Utilizando
um novo misturador e pressionando suavemente sua parte plana, espalhar e misturar o material por todo o pogo durante
aproximadamente 10 segundos.



9. ASPIRAR novamente pequena quantidade da amostra do paciente e liberar 1 gota (50 pL) no pogo “Patient Test”. Utilizando um novo
misturador e pressionando suavemente sua parte plana, espalhar e misturar o material por todo o pogo durante aproximadamente
10 segundos.

10. GIRAR o cartao em movimento transaxial por aproximadamente 60 segundos, garantindo mistura completa e movimentagéo
do material em cada poco. Tomar cuidado para evitar contaminagcao cruzada. Observar se ocorre aglutinacao durante a
rotacdo do cartao.

11. POSICIONAR o cartao em angulo de 10-20° e permitir que as amostras sedimentem no fundo dos pocos por 60 segundos.

12. COLOCAR o cartdo sobre superficie plana e ADICIONAR 1 gota de diluente (40 uL) em ambos os pogos. NAO MISTURAR. Girar
o cartao em movimento transaxial por 30 segundos. Posicionar o cartao em angulo de 10-20° e permitir sedimentacao por 30
segundos.

13. LER os resultados e registrar os pocos onde ocorreu aglutinagao. Se o teste foi realizado corretamente, deve ocorrer aglutinagao
visivel no pogo “Positive Control”. Se ndo houver aglutinagdo no controle, o teste nao foi executado corretamente.

e Se aamostra do paciente apresentar aglutinagao no pogo “Patient Test” e ndo houver autoaglutinagéo, o paciente € DEA 1 positivo.
* Se ndo houver aglutinagéao visivel no pogo “Patient Test”, o paciente é DEA 1 negativo.

Recomenda-se registrar os resultados ndo apenas como DEA 1+ ou DEA 1-, mas também o grau de aglutinagéo (fraca a forte).
Qualquer aparéncia granular fina que se desenvolva mais de 1 minuto apds a leitura deve ser desconsiderada. A velocidade da
aglutinagédo e o tamanho dos agregados celulares podem diferir do pogo “Positive Control”. Diferentemente dos humanos, um
animal pode possuir mais de um tipo sanguineo primario. Nesses casos, os eritrocitos carregarao antigenos de cada tipo, resultando
em menor quantidade de antigenos DEA 1 do que em animais que possuem apenas DEA 1 como tipo primario.

Se o paciente for muito anémico, o padrao de aglutinagdo pode aparecer como pequenas agregagoes discretas semelhantes a
cabeca de um alfinete, em vez de aglutinagéao grosseira.

14. Apés leitura do cartao, realizar uma fotografia digital para registro permanente.

NOTA DE PROCEDIMENTO 1: Uso da pipeta
Segure o tubo plastico entre o polegar e o indicador préximo a extremidade achatada e selada, comprimindo firmemente sem liberar

a pressao. Mantenha o tubo da amostra na posigao vertical e coloque a extremidade aberta da pipeta abaixo da superficie da
amostra. Solte a presséo para aspirar o material.

Depois, mantenha a pipeta perpendicularmente sobre o pogo onde a amostra sera dispensada. Aperte suavemente permitindo que
uma gota caia no pogo (50 pL). A pipeta foi projetada para expelir volume ligeiramente superior a 50 pL para compensar a retengéao
de pequena quantidade de amostra pelo misturador.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

1. Paraobtencgéo de resultados precisos, € essencial seguir corretamente o procedimento.

2. Usoincorreto de pipetas ou misturadores pode causar contaminagao cruzada e resultados imprecisos.

3. Sempre executar os pogos controle em cada cartdo de teste, mesmo ao testar varios pacientes. Os controles servem como
evidéncia de que o teste foi realizado corretamente e para criagao de registro permanente apropriado.

4. Aestabilidade dos componentes do kit varia. Armazenar os componentes conforme indicado nos rétulos. Nao utilizar componentes
vencidos. Materiais vencidos podem causar resultados nao confiaveis.

5. Odiluente fornecido encontra-se em frasco conta-gotas com tampa rosqueavel para minimizar contaminagao bacteriana ou
de outra natureza. Diluentes de outras fontes laboratoriais ndo devem ser utilizados. Cada gota do diluente contém 40 uL.

6. Aintegridade fisica da amostra do paciente é fundamental para resultados corretos.

7. Garantir coleta completa da seringa ou tubo com EDTA antes da remogao do plasma. Os eritrocitos livres de plasma serdo
utilizados conforme instruido no teste.

SUBSTANCIAS INTERFERENTES CONHECIDAS
Nenhuma.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
Um total de 145 amostras eritrocitdrias caninas, das quais 127 foram escolhidas aleatoriamente, foi testado utilizando antissoro anti-DEA

1.1 canino e o teste RapidVet-H (DEA 1.1 Canino). Os resultados foram idénticos: 91 amostras DEA 1.1 positivas e 54 negativas. Nove dessas
amostras foram testadas multiplas vezes (de 2 a 5) ao longo de varios dias com resultados consistentes, comprovando a reprodutibilidade

do teste.

DESCARTE
Descartar todos os materiais biolégicos, pipetas e misturadores em recipiente para residuos biolégicos.

CONTROLE DA QUALIDADE
Todos os reagentes e materiais incorporados neste kit passaram por controle de qualidade utilizando procedimentos padronizados durante

a fabricagao.



GUIA DE SOLUCAO DE PROBLEMAS

PROBLEMA H POSSIVEL CAUSA H AGAO CORRETIVA

a) esquecimento do uso do diluente para reconstituir o

o . . material liofilizado b) volume incorreto de diluente ou||[Revisar cuidadosamente os
Auséncia de aglutinagdo no pogo . L . . . .
e . amostra dispensado inicialmente c) presséo excessival||procedimentos utilizados.

Positive Control . . .
ou uso da borda do misturador causando abrasdo do||Repetir o teste.

substrato

. . . X a) revisar cuidadosamente os
a) ver itens a, b e c acima b) quantidade inadequada . .
. . B procedimentos. Repetir o teste.
Auséncia de reagdo no pogo|lde sangue em relacao ao EDTA c) uso de amostra L
. , N . . b) ver Etapa 1 e Limitagéo 7 c)
“Patient Test” em céo considerado||incorreta, como sangue total ou concentrado de . .
i . o . . revisar preparacao da
DEA 1+ por outro método hemacias nao diluido, em vez de hemacias livres de X i
) o . amostra do paciente. Repetir
plasma d) outro método nao é preciso test
o teste.

Existe aglutinagcdo no “Teste do
Paciente”, mas com aspecto|llsto € normal \VVer Resultados
diferente do "Positive Control”

Conforme indicado na Etapa

Efeito prozona. Anticorpo muito concentrado em||’2: @dicionaraterceiragotade

Aglutinagdo  desaparecendo / i 5 50 inici.
& . ¢ . p~ relagdo a quantidade de sitios de ligagdo DEA 1 em cées diluente "f'pos a reagao inicial,
suspeita de aglutinagao sem misturar novamente,

com multiplos tipos sanguineos .
apenas movimentando o

cartao
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