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Valutazione di una metodica
immunocromatografica rapida
per la determinazione

del gruppo sanguigno

di sistema AB nel gatto
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tali € fondamentale somministrare sangue compatibile. Lo scopo di questo
studio ¢ stato quello di valutare le performances di un test immunocroma-
tografico per la determinazione del gruppo sanguigno nel gatto confron-
tandole con la metodica gold standard di agglutinazione in provetta. Luciana Baggiani®,
Materiali e metodi - Sono stati tipizzati in doppio cieco utilizzando il test Med Vet

in provetta e il test immunocromatografico 50 campioni di sangue felino in Daniela Proverbio®,
EDTA. La tecnica immunocromatografica € stata impiegata inoltre per tipizzare Med Vet, PhD
campioni emodiluiti ed emoconcentrati, conservati con anticoagulante CPDA,

a temperatura ambiente, a -20°C e a 4-6°C.

Risultati - Con tecnica in provetta 36 campioni sono risultati di gruppo A,

9 di gruppo B e 5 di gruppo AB. Sono stati ottenuti risultati identici con le

due metodiche in 45/50. | valori di sensibilita e specificita relativi al test im-

muncromatografico sono risultati rispettivamente 97,2% e 71,4% per il grup-

po A, 100% e 100% per il gruppo B, 20% e 97,7 % per il gruppo AB. La con-

cordanza e risultata buona per il gruppo A, eccellente per il gruppo B e scar-

sa per il gruppo AB. L'immunocromatografia ha tipizzato correttamente cam-

pioni emodiluiti, emoconcentrati, con CPDA, conservati a temperatura am-

biente fino a 7 giorni e a 4-6°C fino a 4 settimane.

Discussione - L'immunocromatografia € in grado di identificare con elevata

sensibilita e specificita il gruppo sanguigno A e il gruppo B, il piu proble-

matico nelle trasfusioni, mentre la maggior parte dei rari gatti di gruppo AB

e stata identificata come appartenente al gruppo A.
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INTRODUZIONE cificatamente dedicato, anche la medicina trasfusiona-

La medicina trasfusionale veterinaria in Italia ha visto im- e felina ha subito un forte sviluppo e con frequenza sem-

portanti progressi nell’'ultimo decennio. Sebbene carat-  pre maggiore un gatto oggi pud donare sangue o rice-

terizzata da alcune problematiche legate alle caratteristiche ~ vere una trasfusione ematica.

della specie e alla limitata disponibilita di materiale spe- ~ Per ridurre 'insorgenza di reazioni potenzialmente fa-
tali nei gatti riceventi una trasfusione e per identificare
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cile e rapido impiego e di comprovata capacita nel-
'identificare correttamente gli antigeni eritrocitari.
Nella specie felina esiste un principale sistema di grup-
po sanguigno chiamato AB, all’interno del quale i sog-
getti possono appartenere al gruppo A, B o AB. In Ita-
lia la prevalenza del gruppo A varia dall’87,1% fino al
92,3%" ¢ pud raggiungere il 100% nei gatti di razza Mai-
ne Coon®?, il gruppo B mostra prevalenze dal 5,1% al
12,9%, mentre il gruppo AB ¢ il piu raro, con prevalenze
massime del 5,7% nei gatti in Piemonte'* ¢ fino al 18%
nei gatti di razza Ragdoll’. Esiste anche un gruppo san-
guigno di pit recente scoperta chiamato Mik” per il qua-
le 1 gatti attualmente non possono essere testati data ’as-
senza in commercio di test e reagenti specifici.

E indispensabile utilizzare test per la determina-
zione del gruppo sanguigno di facile e rapido im-

piego e di comprovata capacita nell’identificare
correttamente gli antigeni eritrocitari.
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Net gatti esistono anticorpi naturali nei confronti de-
gli antigeni eritrocitari non self, chiamati alloanticor-
pi, che si formano a partire da pochi mesi di eta in se-
guito a stimolazione da parte di comuni antigeni am-
bientali. Questi alloanticorpi sono assenti nei gatti di
gruppo AB, sono presenti in tutti i soggetti di gruppo
B, in proporzioni variabili a seconda della provenien-
za geografica dei soggetti di gruppo A e sono presenti
in alcuni soggetti Mik negativi e possono essere re-
sponsabili di gravi reazioni trasfusionali nel caso di som-
ministrazione di sangue non compatibile, anche alla pri-
ma trasfusione in soggetti mai trasfusi’'%. Nel gatto quin-
di ¢ fondamentale valutare I'emocompatibilita
prima di ogni trasfusione determinando il
gruppo sanguigno e procedendo alla sommini-
strazione di sangue di gruppo A in gatti A, di
gruppo B in gatti B e di gruppo AB o A in gat-
ti di gruppo AB. Anche in occasione della pri-
ma trasfusione in questa specie ¢ inoltre im-
portante eseguire le prove di compatibilita cro-
ciata (cross matching) per identificare eventua-
li alloanticorpi nei confronti di gruppi sanguigni che
non possono essere testati'’.

Le metodiche disponibili per la tipizzazione del grup-
o sanguigno si basano su reazioni di agglutinazione che
possono avvenire in provetta, su vetrino, su cartina op-
pure su strisce di materiale di diversa natura. I.’aggluti-
nazione in provetta ¢ considerata il test gold standard'*'3,
dotato di una sensibilita e specificita del 100% nel-
I'identificare i gruppi sanguigni del sistema AB nel gat-
to. Si tratta pero di un test che necessita di reagenti dif-
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ficili da reperire (come il plasma di gruppo B o la lecti-
na del Triticum vulgare), di personale esperto per la sua rea-
lizzazione e di lunghi tempi di esecuzione (circa 55 mi-
nuti). Per tali motivi questa tecnica viene di solito uti-
lizzata nei centri trasfusionali per confermare 1 gruppi
sanguigni che hanno mostrato le maggiori problemati-
che di tipizzazione, come il gruppo B e AB'*'%, Esisto-
no poi kit ad uso ambulatoriale di piu pratica e rapida
realizzazione, tra i quali i test basati sulla tecnica im-
munocromatografica commercializzati di recente!”'®.
Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare la
performance diagnostica di un test immunocromato-
grafico rapido per la determinazione del gruppo san-
guigno A, B e AB nel gatto, confrontandola con la me-
todica gold standard di agglutinazione in provetta. Lo
studio ha valutato 'applicabilita di questo kit in campioni
con differenti caratteristiche (con Het normale, inferiore
e superiore ai valori di normalita), miscelati a diverse so-
luzioni anticoagulanti (acido etilendiamminotetracetico
- EDTA e citrato, fosfato, destrosio, adenina - CPDA)
e conservati a diverse temperature e per intervalli tem-
porali differenti.

MATERIALI E METODI

Per realizzare questo studio sono stati tipizzati in dop-
pio cieco con metodo di agglutinazione in provetta e con
test immunocromatografico rapido (RapidVet®-H IC®
Feline Blood Typing; Agrolabo, Scarmagno, Torino) 50
campioni di sangue in EDTA prelevati da 42 gatti non
anemici (Het medio*DS 34,3%%£8,2, range 24-45%) ¢
da 8 gatti anemici (Het medio+DS 16,5%%5,1, range 8,3-
22%). I gatti risultati di gruppo sanguigno B o AB con
la tecnica gold standard sono stati confermati con tec-
nica che identifica gli alloanticorpi (back typing)'*'>. Pri-
ma della determinazione del gruppo sanguigno i cam-

Lo scopo di questo studio & stato quello di valu-
tare la performance diagnostica di un test immu-

nocromatografico rapido per la determinazione del
gruppo sanguigno A, B e AB.

ploni sono stati valutati per la presenza di emolisi e au-
toagglutinazione. La presenza o assenza di emolisi ¢ sta-
ta registrata valutando la colorazione del plasma del cam-
pione di sangue intero dopo centrifugazione a 1500 x g
per 10 minuti. La presenza o assenza di agglutinazione
¢ stata registrata valutando macro- e/o microscopica-
mente (ingrandimento a 40X) una goccia di sangue del
campione precedentemente miscelata a una goccia di so-
luzione fisiologica.

Le performances del test immunocromatografico sono
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Tabella 1 - Tipologia di campioni ematici analizzati
per valutare le perfomances di una tecnica
immunocromatografica rapida per la determinazione
del gruppo sanguigno di sistema AB nel gatto

Tipologia di campione analizzato

42 campioni con normale Hct (24-45%)

8 campioni con Hct <24%

5 campioni con Hct <10% (diluiti con soluzione
fisiologica)

5 campioni con Hct > 45% (concentrati riducendo
la quota plasmatica)

5 campioni con anticoagulante CPDA (da sacche
di sangue felino)

3 campioni conservati a T ambiente testati ogni
7 gg per 4 settimane

3 campioni conservati a 4-6°C testati ogni 7 gg per
4 settimane

3 campioni conservati a -20°C testati ogni 7 gg per
4 settimane

state valutate anche nella tipizzazione di 5 cam-
pioni artificialmente emodiluiti con soluzione fi-
siologica (Hct<10%) e di 5 campioni emocon-
centrati (Het>45%), ottenuti eliminando parte del
plasma. Sono stati inoltre testati 5 campioni di san-
gue provenienti da sacche di sangue intero feli-
no con anticoagulante CPDA (citrato-fosfato-
destrosio-adenina) (Het medio+DS 31%+7,2%, range
27-42%). Infine 3 campioni di sangue in EDTA con-
servati a temperatura ambiente, 3 campioni congelati a
-20°C e 3 refrigerati a 4-6°C sono stati testati ogni 7 giot-
ni per 4 settimane. Per valutare la ripetibilita della me-
todica un campione di ciascun gruppo sanguigno infi-
ne ¢ stato ritestato 10 volte. Le caratteristiche dei cam-
pioni analizzati sono riassunte nella Tabella 1.

Per realizzare questo studio ¢ stata impiegata 'eccedenza
di campioni tipizzati per motivi clinici, per questo non
¢ stata necessaria 'approvazione del comitato etico per
la sua realizzazione. I proprietari dei pazienti hanno dato
il loro consenso per I'utilizzo a scopo di ricerca dell’ec-
cedenza dei campioni ematici prelevati a scopo clinico.

Test immunocromatografico rapido

11 test immunocromatografico utilizzato si basa sulla mi-
grazione degli eritrociti di gatto su strisce reattive poste
in tre zone distinte di un supporto in plastica a forma
di mezzaluna, una striscia pet il gruppo A, una per il grup-
po B e una per il controllo, sulle quali sono presenti an-
ticorpi specifici rispettivamente anti-A, anti-B e anti-eri-
trociti di gatto. Gli etitrociti migrano sulla membrana e,
a seconda degli antigeni esposti, vanno a legarsi all’an-
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ticorpo specifico per il gruppo sanguigno sviluppando
una banda di colorazione rossa. Ogni kit monouso si pre-
senta in un incarto singolo da conservare a temperatu-
ra ambiente contenente un dispositivo a mezzaluna con
un pozzetto centrale e tre finestre denominate “Type 1",
“Iype B” e “Control”, una provetta contenente un diluente,
una pipetta monouso e un flacone di diluente con tap-
po dosatore. Utilizzando sangue con anticoagulante (la
ditta produttrice indica l'utilizzo di sangue con anti-
coagulante EDTA o epatina), dopo aver posizionato il
dispositivo su di una superficie piana, con 'impiego del-
la pipetta fornita nel kit, viene dispensata e miscelata con
il diluente una goccia di campione all'interno della spe-
cifica provetta. Vengono poi prelevate e dispensate nel-
la finestra centrale del dispositivo 3 gocce del campio-
ne di sangue diluito e successivamente 3 gocce di diluente.
Al termine dei 10 minuti di attesa della migrazione, la
comparsa di una linea rossa verticale nel pozzetto “Type
A”indica che il gruppo sanguigno ¢ A, una linea rossa
verticale nel pozzetto “IType B” indica che il gruppo ¢ B,
mentre una linea rossa verticale in entrambi i pozzetti
indica appartenenza del campione al gruppo AB. Nel-

Gli eritrociti migrano sulla membrana e, a secon-
da degli antigeni esposti, vanno a legarsi all’anti-

corpo specifico per il gruppo sanguigno svilup-
pando una banda di colorazione rossa.

la finestra del controllo deve sempre apparire una linea
rossa otizzontale perché i risultati siano ritenuti validi.

Test di agglutinazione in provetta

Questa tecnica utilizza come reagente per I'identificazione
degli eritrociti di gruppo A, il plasma di un gatto di grup-
po B e come reagente per identificare gli eritrociti di grup-
po B, la lectina del Triticum vulgare, sostanza che lega le
sialoglicoproteine contenute nell’acido N-acetilneura-
minico ("unico presente nei gatti di gruppo B e presente
in limitate quantita sugli eritrociti di gruppo A), ma non
quelle contenute nell’acido N-glicolilneuraminico (pre-
sente sugli eritrociti di gruppo A)'**. Brevemente, il cam-
pione di sangue da testare viene centrifugato per sepa-
rare il plasma dal pellet di globuli rossi. I globuli rossi
vengono lavati per 3 volte con soluzione fisiologica e al
termine dei lavaggi viene preparata una sospensione al
5% di globuli rossi del campione da testare (475 uL di
soluzione fisiologica e 25 pl. di globuli rossi lavati). In
tre provette di vetro vengono aggiunti 50 pL della so-
spensione al 5% dei globuli rossi lavati da testate e nel-
la prima provetta identificata con A vengono aggiunti
100 pL di plasma di gatto B, nella seconda provetta iden-
tificata con B, 100 pl. di soluzione contenente la lecti-
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na del Triticum vulgare, mentre nell’ultima provetta iden-
tificata come controllo si aggiungono 100 pL di soluzione
fisiologica. Le provette vengono poi incubate a tempe-
ratura ambiente per 15 minuti e, successivamente, cen-
trifugate a 1200 x g per 15 secondi. Dopo centrifugazione
i globuli rossi vengono risospesi agitando delicatamen-
te la provetta e la presenza/assenza di agglutinazione vie-
ne valutata macroscopicamente. 1 campioni risultano di
gruppo sanguigno A se I'agglutinazione si verifica nel-
la provetta identificata con A, di gruppo B se si verifi-
ca nella provetta B e di gruppo AB se si verifica in en-
trambe le provette.

Test degli alloanticorpi (back typing)

Questo test serve per confermare Iappartenenza al
gruppo sanguigno B o AB di un campione di sangue. 1l
principio si basa sulla ricerca degli alloanticorpi rivolt ver-
so gli antigeni degli eritrociti di gruppo A, sempre pre-
senti nei soggetti di gruppo sanguigno B e invece assenti
nei gatti di gruppo AB. Brevemente, 50 pL. di plasma dei
gattl risultati di gruppo B o AB viene aggiunto ad una pro-
vetta contenente 25 pL di sospensione al 5% di
pellet di eritrociti di gruppo A. Dopo incubazio-
ne a temperatura ambiente per 15 minuti e suc-
cessiva centrifugazione a 1200 x g per 15 secon-
di, i globuli rossi vengono risospesi tramite deli-
cata agitazione della provetta. La presenza di ag-
glutinazione macroscopicamente visibile sara
presente in caso di plasma di gruppo B ¢ assente
in caso di plasma appartenente ad un gatto di gruppo AB.

Analisi statistica

1 risultati di entrambe le tecniche sono stati analizzati sta-
tisticamente per calcolare sensibilita (Se), specificita (Sp),
valore predittivo positivo (VPP), valore predittivo negativo
(VPN) del metodo immunocromatografico rispetto al-
l'agglutinazione in provetta. L.a concordanza dei risul-
tatl ¢ stata valutata tramite test Cohen (test di KKappa non
pesato). Ai valori di Kappa (K) ¢ stato attribuito il se-
guente grado di concordanza®":

e <(0,40 scarsa

* 0,41-0,60 moderata

* 0,61-0,80 buona

* 0,81-1,00 eccellente

LLa valutazione statistica ¢ stata effettuata utilizzando il
software statistico MedCalc (versione 16.4.3). I risultati

I risultati di entrambe le tecniche sono stati ana-
lizzati statisticamente per calcolare sensibilita (Se),
specificita (Sp), valore predittivo positivo (VPP), va-

lore predittivo negativo (VPN) del metodo immu-
nocromatografico.
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sono stati espressi come valore % e indice di confiden-

za al 95% (95%CI).

RISULTATI

Nessun campione ha mostrato emolisi o autoaggluti-
nazione. Con tecnica di agglutinazione in provetta 36
campioni (72%) sono risultati di gruppo A, 9 (18%) di
gruppo B e 5 (10%) di gruppo AB.

11 test immunocromatografico ¢ stato in grado di tipiz-
zare tutti i campioni, mostrando una buona concordanza
generale con i risultati della tecnica gold standard
(K=0,75, 95%CI 0,55-0,95) con risultati identici ottenuti
in 45 su 50 campioni (90%) (Tabella 2). Esempi di cam-
pioni risultati di gruppo A e B sono riportati rispetti-
vamente nella Figura 1a e 1b.

1'5 campioni non concordanti sono risultati 4 campio-
ni AB tipizzati come A dallimmunocromatografia e un
campione di gruppo A erroneamente identificato come
AB (Tabella 2). I valori di Se, Sp, VPP, VPN e di Kap-
pa per ogni gruppo sanguigno (Tabella 3) hanno indi-

cato buone performances del test immunocromatografico

Il test immunocromatografico é stato in grado di
tipizzare tutti i campioni, mostrando una buona

concordanza generale con i risultati della tecnica
gold standard (K=0,75, 95%CI 0,55-0,95).

Figura 1 - Campioni di sangue di gatto in EDTA analizzati con tec-
nica immunocromatografica rapida e risultati di gruppo A (1A) e
B (1B).
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Tabella 2 - Risultati della tipizzazione di 50 campioni di sangue di gatto in EDTA analizzati con tecnica
gold standard di agglutinazione in provetta e con tecnica immunocromatografica

Immunocromatografia

Agglutinazione in provetta

A B AB Totale
35 0 4 39
B 0 9 0 9
AB 1 0 1 2
Totale 36 9 5 50

nell’identificazione del gruppo A ed eccellente del
gruppo B. E risultata invece scarsa la capacita di tipiz-
zare correttamente i campioni di gruppo AB che nella
maggior parte dei casi (4/5) sono stati identificati
come appartenenti al gruppo A dalla tecnica immuno-
cromatografica.

11 test immunocromatografico ¢ stato in grado di tipiz-
zare tutti i campioni emodiluiti, emoconcentrati, con an-
ticoagulante EDTA e con CPDA, i campioni conservati
a temperatura ambiente fino a 7 giorni e campioni con-
servati a 4-6°C fino a 4 settimane. Il test non ¢ invece
riuscito a tipizzare i campioni congelati. I risultati dei cam-
pioni ripetuti 10 volte hanno mostrato una ripetibilita del
100%.

DISCUSSIONE

Come in medicina canina, anche in medicina trasfusio-
nale felina ¢ fondamentale avere a disposizione test per
la determinazione del gruppo sanguigno di rapido
e semplice impiego da utilizzare in situazioni di
urgenza. La rapidita di esecuzione non deve perd
andare a discapito dell’accuratezza del test, per-
ché questo potrebbe aumentare I'insorgenza di
reazioni trasfusionali mortali che nel gatto pos-
sono verificarsi anche alla prima trasfusione in un gat-
to di gruppo B trasfuso con sangue di gruppo A¥'%
Nella specie felina, infatti, le reazioni trasfusionali im-

munologiche pitl gravi sono causate dalla presenza nei
soggetti di gruppo sanguigno B degli alloanticorpi rivolti
verso gli antigeni eritrocitari A. Questi anticorpi sono rap-
presentati da immunoglobuline ad alto titolo (da >1:32
fino a 1:2048) ad azione emolizzante (IgG e IgM) e ag-
glutinante (IgM) e possono essere responsabili di gravi
reazioni mortali anche in seguito all’inoculo di solo 1 ml
di sangue di gruppo A®. 1l gruppo sanguigno B mostra
prevalenze variabili nei gatti indagati in Italia che van-
no dal 5,1% in gatti donatori del nord e centro Italia* al
12,9% in gatti del centro Italia'. Questi soggett di grup-
po B possono sviluppare reazioni trasfusionali mortali
se non correttamente tipizzati. F quindi fondamentale
avere a disposizione non solo test di rapida esecuzione,
ma soprattutto con sensibilita e specificita del 100% nel-
I'identificare i gatti di gruppo B, che il test di immuno-
cromatografia rapida valutato in questo studio ha di-
mostrato di possedere.

Soggetti di gruppo B possono sviluppare rea-
zioni trasfusionali mortali se non correttamen-

te tipizzati.

Per la presenza e le caratteristiche degli alloanticorpi i
gatti devono essere trasfusi con sangue dello stesso grup-
po sanguigno nei quali le prove di compatibilita crocia-

Tabella 3 - Valori in percentuale di sensibilita (Se), specificita (Sp), valore predittivo positivo (VPP),
valore predittivo negativo (VPN) e valore di Kappa del test immunocromatografico rapido confrontato
al test di agglutinazione in provetta per la determinazione del gruppo sanguigno in 50 campioni
di sangue intero di gatto con anticoagulante EDTA

Gruppo Se (95%Cl) Sp (95%Cl) VPP (95%Cl) VPN (95%Cl) KAPPA

A 97,2 71,4 89,7 90,9 0,73
(85,4-99,9) (41,9-91,6) (79,2-95,2) (58,4-98,6)

B 100 100 100 100 1,00
(66,3-100) (91,4-100)

AB 20 97,7 50 91,6 0,24
(0,5-71,6) (88,2-99,9) (6,8-93,1) (87,6-94,4)
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ta risultino negative per agglutinazione e/o emolisi. I gat-
ti con gruppo sanguigno AB sono molto rari nella po-
polazione felina generale con prevalenze che vanno dal-
lo 0% in gatti del centro Italia' al 5,7% in gatti del nord
Ttalia®. Questa caratteristica epidemiologica comporta
spesso I'estrema difficolta di avere a disposizione gatti
donatori o unita ematiche di gruppo AB. Data I’assen-
za di alloanticorpi in questi soggetti ¢ possibile trasfondere
sangue di gruppo A, purché le prove di compatibilita cro-
ciata (cross-matching) risultino negative'. Le prove di
compatibilita potrebbero dare esito positivo e quindi in-
dicare un’incompatibilita tra il ricevente di gruppo AB
e il donatore di gruppo A nel caso quest’ultimo abbia
alloanticorpi anti-B. In questo caso si puo pro-
cedere alla somministrazione del concentrato di
eritrociti di gruppo A, evitando di somministra-
re la componente plasmatica contenente gli al-
loanticorpi anti-B. La metodica immunocroma-
tografica valutata nel nostro studio ha mostrato
di confondere spesso i campioni di gruppo AB
tipizzandoli erroneamente come A. Questo er-
rore potrebbe non avere gravi conseguenze cliniche, ma
deve essere tenuto in considerazione nelle razze in cui
la prevalenza del gruppo AB ¢ elevata come nei gatti di
razza Ragdoll®, che potrebbeto essete selezionati come
donatori di plasma “universale”. Inoltre questo limite ren-
de la metodica immunocromatografica valutata inadat-
ta per la realizzazione di studi epidemiologici nei quali
si voglia indagare la distribuzione dei tre gruppi sanguigni

La possibilita di tipizzare il gruppo sanguigno an-
che con anticoagulanti comunemente utilizzati in
medicina trasfusionale come il CPDA, puo risul-

tare utile nel caso si debbano fare degli esami di
controllo sulle sacche di sangue.
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nella popolazione felina, poiché non svelerebbe la rea-
le prevalenza dei gruppi sanguigni A e AB.

I risultati dello studio presentato concordano con una
precedente valutazione di questa tecnica eseguita nel la-
voro di Hourani e coll."”. Come in questo lavoro, infat-
ti, le performances nellidentificazione dei campioni di
gruppo A e B sono risultate elevate, ma sono emerse le
stesse difficolta di tipizzazione relative al gruppo AB. Le
difficolta di tipizzazione che questo e altri metodi, come
ad esempio 'agglutinazione su cartina, hanno mostra-
to nei confronti dei gatti di gruppo AB>'*'® potrebbe-
ro derivare dall’esistenza di almeno due fenotipi di eri-
trociti appartenenti al gruppo AB che differiscono nel-
la quantita di antigene A espresso sulla superficie degli
eritrociti stessi??. Diversamente dai risultati dello studio
di Hourani e coll.””, nessun campione del nostro studio
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ha mostrato risultati inconclusivi. Questo potrebbe de-
rivare da interventi di miglioramento relativi alla pro-
duzione del kit realizzati in questi anni dall’azienda pro-
duttrice.

Gli unici campioni che la tecnica immunocromatogra-
fica non ¢ stata in grado di tipizzare sono stati quelli di
sangue congelato. Questo risultato, riscontrato anche uti-
lizzando altri metodi che si basano sulla reazione tra an-
tigene e anticorpo'®, puo essere giustificato dal fatto che
durante il congelamento la membrana eritrocitaria va in-
contro a completa lisi.

La tecnica immunocromatografica ¢ stata in grado di ti-
pizzare campioni conservati refrigerati fino a un mese

Il kit & in grado di identificare con elevata sensi-
bilita e specificita il gruppo sanguigno A, mag-
giormente diffuso nella popolazione felina e il

gruppo B, il piu problematico nelle trasfusioni
ematiche feline.

e fino a 7 glorni a temperatura ambiente. Questa carat-
teristica puo risultare utile qualora si richieda al labora-
totio la determinazione del gruppo sanguigno del paziente
in tempi successivi a quelli delle analisi di base, oppure
quando lo stesso campione viene spedito a un labora-
totio esterno e non si ¢ certi del rispetto delle tempe-
rature di conservazione durante la spedizione.

La possibilita di tipizzare il gruppo sanguigno anche in
campioni con anticoagulanti comunemente utilizzati in
medicina trasfusionale come il CPDA, puo risultate uti-
le nel caso si debbano fare degli esami di controllo sul-
le sacche di sangue. In particolare, questa capacita di ti-
pizzare anche i campioni con CPDA potrebbe risultare
utile per eseguire test di controllo in seguito all'insorgenza
di reazioni trasfusionali fatali in soggetti riceventi di grup-
po sanguigno apparentemente compatibile, nei quali si
voglia escludere un errore di tipizzazione del sangue del
donatore conservato nelle unita ematiche.

Le principali limitazioni di questo studio sono rappre-
sentate dalla scarsa numerosita dei campioni valutati e
dal non aver valutato le performances della tecnica im-
munocromatogtafica in campioni autoagglutinanti o emo-
litici. Sia 'autoagglutinazione che 'emolisi possono in-
terferire con le metodiche di emotipizzazione e si pos-
sono riscontrare in pazienti con forme di anemia di ori-
gine autoimmune (come in corso di anemia immuno-
mediata o da infezione da FeLV o emoplasmi) o tossi-
ca (come in caso di intossicazione da paracetamolo), con-
dizioni patologiche che spesso richiedono una trasfusione
ematica come terapia di supporto. Infine, non sono sta-
te analizzate le condizioni di salute dei soggetti dai qua-
li provenivano i campioni tipizzati, informazioni che po-
tevano risultare utili per valutare e caratterizzare even-
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tuali possibili differenze di performance. Da alcuni stu-
di'>" ¢ infatti emerso come spesso ci siano difficolta di
tipizzazione nei soggetti anemici affetti da virus della leu-
cemia felina virale (FeLV).

In conclusione il test immunocromatografico RapidVet®-
H IC® Feline Blood Typing risulta un test di rapida e sem-
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plice esecuzione, in grado di identificare con elevata sen-
sibilita e specificita il gruppo sanguigno A, maggiormente
diffuso nella popolazione felina ¢ il gruppo B, il piu pro-
blematico nelle trasfusioni ematiche feline’'%. Con que-
sta tecnica la maggior parte dei rari gatti di gruppo AB
¢ stata identificata come appartenente al gruppo A.

e Per prevenire reazioni trasfusionali mortali nel gatto € fondamentale somministrare sangue

compatibile gia dalla prima trasfusione.

| test per la determinazione del gruppo sanguigno dovrebbero essere di rapido e semplice
impiego e di comprovata capacita nell’identificare correttamente il gruppo sanguigno.

Il test immunocromatografico RapidVet®-H IC® Feline Blood Typing ha mostrato una buo-

na concordanza con I’'agglutinazione in provetta (K=0,75) con risultati identici ottenuti in 45

su 50 campioni (90%).

L'immunocromatografia risulta un test in grado di identificare con elevata sensibilita e spe-

cificita i gruppi sanguigni A e B.

Con I'immunocromatografia i rari gatti di gruppo AB possono essere erroneamente identi-

ficati come di gruppo A.

Evaluation of an immunochromatographic technique for AB system feline blood typing
Summary

Introduction and aim of the study - Administration of compatible blood is a prerequisite to prevent fatal transfusion re-
actions in cats. The purpose of this study was to evalnate the performance of a rapid immunochromatographic test for feline blood
typing comparing the results with the gold standard technique of tube agglutination.

Materials and methods - Fifty blood samples in EDTA were blood tiped in duplicate by tube agglutination and by an im-
munochromatographic technigue. Immunochromatography was also used to type hemodiluted and hemoconcentrated samples, samples
anticoagulated with CPDA anticoagnlant, and stored at room temperature, at either -20°C or 4-6°C.

Results - The tube technique recorded 36 samples as type A, 9 type B and 5 type AB. Results were identical with the two meth-
ods in 45/ 50 samples with good concordance. Sensitivity and specificity of the immunocromatographic technique were respectively 97.2%
and 71.4% for type A, 100% and 100% for type B, 20% and 97.7% respectively for type AB. Concordance was good for tjpe A,
exccellent for type B and poor for type AB. Immunochromatography was able to correctly type hemodiluted and hemoconcentrated sam-
Ples, samples anticoagulated with CPDA, and samples stored at room temperature for up to 7 days and at 4-6 ° C for up to 4 weeks.
Discussion - Inmunochromatography is able to identify, with high sensitivity and specificity, both type A and type B blood groups,
which are the most problematic in transfusion medicine. Using immmunochromatography cats with the rare AB group are generally mis-

takenly typed as group A.

for assessing the feline AB group system and a frequency study of fe-
line blood types in northern Italy. Veterinary Clinical Pathology 40:32-
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