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I gruppi sanguigni nel gatto – La tipizzazione mediante eritrosedimentazione su colonna di gel

Blood groups in cats –  Clinical blood typing by erythrocyte gel sedimentation technique
SOMMARIO

Questo articolo descrive un kit di rapido e semplice impiego per la tipizzazione dei gruppi sanguigni nel gatto.

RIASSUNTO
In base a quanto già effettuato nel cane, gli autori hanno sperimentato l’impiego in campo ambulatoriale di un kit diagnostico per la tipizzazione dei gruppi sanguigni A, B e AB nel gatto. La metodica è risultata affidabile, di semplice e veloce realizzazione e ha permesso di individuare il gruppo sanguigno di ogni soggetto. Il campione era costituito da 80 prelievi di sangue prelevati da gatti di differente razza, età e di entrambi i sessi, tra i quali il gruppo sanguigno A è risultato predominante. L’impiego di tale kit è auspicabile, nella pratica trasfusionale, per garantire l’accurata scelta dei donatori e nella riproduzione, per programmare gli accoppiamenti e prevenire così il rischio di insorgenza di malattia emolitica neonatale nelle razze dove l’incidenza del gruppo sanguigno B è predominante.
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SUMMARY
As already done in dog, the authors also investigated in cats the clinical use of a diagnostic kit to asses blood groups (A, B, AB). A simple, trustful and quick method allows the identification of the blood group in each subject. The sample was made up of 80 blood specimens obtained from cats of different breed, age and both sex. Blood group A appear to be prevalent. Blood typing is suggested both for blood transfusions, as it can guarantee a careful choice of the donors, as well as for reproduction planning, as a better evaluation of the couplings. It could be possible, therefore, to prevent  the risk of neonatal isoerythrolysis in the cat’s purebreed characterized by a prevalence of blood group B.
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INTRODUZIONE

Nella specie felina già negli anni 70-80 le segnalazioni di complicanze dovute ad incompatibilità ematica in corso di trasfusioni sono state piuttosto numerose e sono servite da stimolo per la ricerca in campo immunoematologico ed in particolare, per chiarire l’eziopatogenesi della malattia emolitica neonatale (MEN). Nel gatto anche la prima trasfusione può risultare fatale a causa dell’elevata presenza di agglutinine ed emolisine “naturali” nei soggetti appartenenti al gruppo sanguigno di tipo B e per questo motivo la emotipizzazione è fondamentale per evitare reazioni trasfusionali. 
Fino a tempi molto recenti è stato impossibile valutare i gruppi sanguigni felini; negli ultimi anni da veterinari ed allevatori è stato utilizzato un test di agglutinazione su cartina. Oggi disponiamo di una nuova metodica basata sul principio di eritrosedimentazione su colonna di gel, già sperimentata presso il nostro laboratorio (Dipartimento di Scienze Cliniche Veterinarie, Sezione di Clinica Medica, Facoltà di Medicina Veterinaria di Milano) per la tipizzazione del gruppo DEA-1 nel cane (vedi SUMMA 2004, n. 7). Tale metodo è stato applicato nel nostro studio per valutare le possibilità di utilizzo e di applicazione, nella pratica clinica e di laboratorio, di un test rapido ed efficace per la emotipizzazione nella specie felina.

MATERIALI 
Per questo studio abbiamo utilizzato 80 campioni di sangue prelevati da gatti appartenenti a razze diverse (Tabella 1), di entrambi i sessi, interi o sterilizzati e di età variabile da 9 mesi a 18 anni, portati alla visita clinica presso gli ambulatori della Sezione di Clinica Medica del Dipartimento di Scienze Cliniche Veterinarie dell’Università di Milano.
Per la tipizzazione dei gruppi sanguigni è stata impiegata una nuova metodica, il sistema DiaMed “ID Gel-Test Micro Typing System” (DiaMed Italiana S.r.l.) che si avvale di supporti in plastica denominati "ID-Cards" o semplicemente "schedine". La ID-Card “Anti A/Anti B” (Figura 1) per la determinazione dei gruppi sanguigni A e B nel gatto è una schedina a sei microprovette di dimensioni 7 x 5,5 cm in grado di testare fino a 2 campioni di sangue felino, che si basa sul principio dell'agglutinazione ed eritrosedimentazione su colonna di gel. A ciascun campione sono dedicate 3 microprovette contenenti una matrice di gel di Sephadex nella quale è contenuto l'anticorpo di interesse: nella prima microprovetta, siglata “A”, vi è un anticorpo policlonale di siero di gatto anti-A; nella seconda, siglata “B”, un anticorpo anti-B di lectina derivante dal Triticum vulgaris; nella terza siglata “ctl”, che rappresenta il controllo negativo, solo la matrice gelatinosa. Ogni microprovetta contiene come conservante NaN3 (<0,1%). Non è necessaria alcuna procedura preventiva di preparazione della schedina. I pozzetti sono sigillati con una banda metallica che ne garantisce la conservabilità, da staccarsi solo al momento dell’uso. Le ID-card Vet devono essere conservate a temperatura ambiente (18-25 °C), lontano da fonti di calore o aria condizionata, in posizione verticale. Una volta eseguito il test, il risultato della reazione sulla schedina rimane stabile per tutta la giornata a temperatura ambiente. Se si desidera conservare le schedine più a lungo, una volta eseguito il test, le ID Card possono essere conservate a +4 °C per 4-7 giorni, applicando del parafilm sull’apertura dei pozzetti. Per una conservabilità delle schedine superiore al mese si deve applicare una goccia d’olio nei pozzetti (per prevenire i fenomeni di essiccamento della matrice gelatinosa) e conservare a +4 °C (sempre in posizione verticale). Le schedine possono essere fotocopiate.

Per l’esecuzione del test vengono inoltre richiesti come materiali: 

- soluzione di bromelina modificata (ID Diluent 1) da addizionare alla sospensione di globuli rossi. La bromelina modificata deve essere conservata a +4 °C e portata a temperatura ambiente (18-25°C) prima dell’uso; 

- pipettatrice con puntali monouso; 

- centrifuga (ID-Centrifuge) per centrifugare le ID-card (disponibili centrifughe a 6-12-24 pozzetti); 

- dispenser a pozzetti rettangolari per tenere in posizione verticale le ID-card una volta eseguito il test.                         

METODI
I campioni di sangue utilizzati per il nostro lavoro sono stati ottenuti mediante prelievo venoso e conservati in provette di plastica contenenti come anticoagulante l’acido etilendiaminotetracetico (EDTA). La metodica prevede in alternativa anche l’uso di citrato, eparina o CPD-A. Per l’esecuzione del test e per le prove di ripetibilità abbiamo utilizzato sangue intero fresco; per eseguire le prove di conservabilità,  lo stesso campione è stato conservato a +4°C per 5 giorni.

1. Preparazione del campione di sangue

Preparazione della sospensione di globuli rossi al 5% in bromelina (Diluente ID 1, sostanza attivante che oltre a consentire la sospensione dei globuli rossi ha soprattutto una funzione attivante, poiché purifica gli antigeni eritrocitari, accelerando quindi la reazione che avverrà successivamente nella schedina con il contatto con gli anticorpi):
1. in una provetta vengono dispensati 0,5 ml di soluzione di bromelina.
(abbiamo preferito utilizzare provette sterili e chimicamente inerti, per evitare risultati falsamente positivi o negativi);
2. si aggiungono 25 (l di sedimento cellulare ottenuto per centrifugazione del sangue intero a 3500 rpm per 10 minuti; 
3. si miscela delicatamente; la sospensione di emazie così preparata va utilizzata immediatamente; 
4. si depositano 12,5 (l della sospensione di globuli rossi nelle 3 microprovette (A, B e ctl) dedicate al campione in esame;
5. si centrifuga la schedina per 10 minuti a 910 rpm nell’apposita centrifuga per schedine;
6. si procede alla lettura ed alla registrazione dei risultati ottenuti.
2. Principio di interpretazione dei risultati
 I globuli rossi che presentano sulla superficie l’antigene A si legano al corrispondente anticorpo anti-A all’interno della microprovetta siglata “A” producendo agglutinazione; i globuli rossi che presentano l’antigene B si legano all’anticorpo anti-B nella microprovetta siglata “B” producendo agglutinazione (Tabella 2).
3. Campione positivo

I globuli rossi agglutinati vengono trattenuti nella matrice gelatinosa rimanendo sulla superficie sotto forma di un’evidente banda rossa o disperdendosi in essa. È possibile dare un risultato semiquantitativo, classificando la positività in quattro gradi da 1+ a 4+:

4+: i globuli rossi formano una banda rossa omogenea e compatta sulla superficie della matrice gelatinosa 

3+: i globuli rossi formano una banda rossa sulla superficie della matrice gelatinosa con migrazione di poche emazie al di sotto di essa 

2+: i globuli rossi formano una debole banda rossa sulla superficie della matrice gelatinosa con una cascata di emazie distribuita lungo tutto il microtubo 

1+: assenza di banda sulla superficie della matrice gelatinosa; presenza di una cascata di emazie lungo tutto il microtubo, alcune delle quali possono sedimentare sul fondo
Se il soggetto in esame appartiene al gruppo sanguigno A, i suoi eritrociti danno reazione positiva nella microprovetta contenente gli anticorpi anti-A e negativa in quella con gli anticorpi anti-B (Figura 2), in modo contrario avviene invece se il soggetto è di gruppo B (positività nel microtubo contenente gli anticorpi anti-B) (Figura 3). La positività in entrambe le microprovette indica che il soggetto appartiene al gruppo AB (Figura 4).
3. Campione negativo
I globuli rossi non sono trattenuti dal gel e sedimentano sul fondo del microtubo formando un bottone rosso compatto. 
4. Pozzetto di controllo

Il microtubo del controllo negativo “ctl” deve sempre dare un risultato nettamente negativo, in mancanza del quale il test non è attendibile e va quindi ripetuto. 
Dopo l’esecuzione del test, il risultato della reazione sulla ID-Card rimane stabile per 12 ore a temperatura ambiente, per 4-7 giorni a +4°C e per più di un mese a +4°C se viene applicata una goccia d’olio in ciascuna matrice per prevenirne l’essiccamento. I risultati sulla schedina possono essere letti ed interpretati sia per visualizzazione diretta dell’operatore, sia mediante un sistema automatico computerizzato dedicato alle ID-Cards denominato “ID-reader M”. In pochi secondi tale lettore automatico legge ed interpreta le reazioni ottenute nelle schedine, visualizzando a video l’immagine in bianco e nero di ogni singola microprovetta con l’indicazione del risultato positivo (da 4+ a 1+) o negativo (-). I risultati, quindi, possono essere stampati e memorizzati in un archivio pazienti.

5. Valutazione dell’attendibilità del metodo

Per verificare l’attendibilità del metodo sono state effettuate  prove di:

· Ripetibilità

· Conservabilità

· Correlazione con il metodo RapidVet-H feline (Agrolabo SpA)

· Riproducibilità di lettura intraoperatore e con lettore automatico

Prove di ripetibilità
Sono stati scelti 5 campioni di sangue appartenenti ai soggetti n° 43, 44, 47, 52, 61 con gruppo sanguigno rispettivamente A(4+), A(3+), A(4+), B(3+), B(2+) ed è stata effettuata la tipizzazione su ciascuno di essi ripetendo l’analisi per 5 volte.
Prove di conservabilità

5 campioni di sangue appartenenti ai soggetti n° 43, 47, 52, 62, 74 con gruppo sanguigno rispettivamente A(4+), A(4+), B (3+), A(3+), A(3+) sono stati conservati alla temperatura di +4°C ed analizzati a distanza di 24 ore, 48 ore, 72 ore, 96 ore.

Prove di correlazione
Sono stati esaminati 20 campioni di sangue fresco con il metodo in esame e con il metodo RapidVet-H feline (Agrolabo SpA).

Prove di riproducibilità di lettura
· lettura intraoperatore: le schedine corrispondenti a 16 test (campione n. 40, 41, 42, 43, 44, 52, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 68, 69, 70) sono state lette ed interpretate da due operatori
· lettura con sistema automatico: le schedine corrispondenti a 8 test (campione n.52, 61, 72, 73, 74, 76, 77, 78) sono state lette ed interpretate sia per visualizzazione diretta sia mediante lettore automatico “ID-reader M” (DiaMed Italiana Srl). 

RISULTATI
1. Incidenza dei gruppi sanguigni nel campione

In tutti e 80 i campioni di sangue è stato possibile determinare il gruppo sanguigno con la metodica impiegata. La maggior parte dei gatti (74/80 - 92,5%) è risultata appartenere al gruppo sanguigno A, mentre una piccola percentuale (5/80 - 6,25%) è risultata di gruppo B ed un solo soggetto è risultato di gruppo AB (1/80 - 1,25%). Nella tabella n°3 vengono riportati i dati relativi all’incidenza del gruppo sanguigno A, B e AB nel nostro campione di 80 gatti, mentre nel grafico n°1, i medesimi dati sono riportati in percentuale.

Nella tabella n°4  viene riportata l’incidenza del gruppo sanguigno A, B e AB nelle diverse razze e nel grafico n°2 è riportato l’istogramma relativo ai medesimi dati.

Nella tabella n°5 viene riportata l’incidenza del gruppo sanguigno A, B e AB in base al sesso, mentre nel grafico n°3 è riportato l’istogramma relativo ai medesimi dati.
2. Correlazione con metodo RapidVet-H feline (Agrolabo SpA) 
Entrambe le metodiche hanno individuato il gruppo sanguigno di appartenenza di ogni campione, che è risultato il medesimo, ma nel caso della metodica in oggetto di valutazione si è potuto stabilire che 11 campioni appartenevano al gruppo A(3+),  7 al gruppo A(4+), 1 al gruppo B(2+) e 1 al gruppo B(3+).
3. Ripetibilità dei risultati e riproducibilità di lettura intraoperatore

I cinque campioni testati per 5 volte consecutive e i risultati di sedici campioni testati letti da due operatori diversi hanno dato i medesimi risultati . 

4. Conservabilità del sangue
I test condotti su 5 campioni di sangue conservati per 24, 48, 72 e 96 ore a +4°C sono risultati tutti leggibili: i pozzetti di controllo hanno infatti sviluppato una reazione negativa (= test valido).
5. Conservabilità delle ID-card VET 
I risultati delle ID-card VET si sono mantenuti stabili a temperatura ambiente per 48 ore, mentre a +4°C per un tempo massimo di 5 giorni. Anche con l’applicazione di Parafilm® a livello dell’apertura dei pozzetti, la matrice gelatinosa tende ad essiccarsi in circa 7 giorni a +4°C. 
6. Lettura automatica delle ID-card VET 
Gli otto campioni sottoposti contemporaneamente a lettura automatica con l’ausilio della “ID reader M” (per gentile concessione della DiaMed italiana) e a lettura per visualizzazione diretta da parte dell’operatore hanno dato i medesimi risultati.

DISCUSSIONI E CONCLUSIONI 

Sulla scorta dei risultati ottenuti, possiamo affermare che:

· Il test è risultato rapido e di facile esecuzione (30 minuti circa), di costi contenuti sia per il materiale impiegato che per la attrezzatura necessaria.

· I risultati delle prove di ripetibilità, riproducibilità di lettura e di conservabilità hanno confermato che si tratta di un metodo sensibile in quanto in tutti  i campiono testati è stato possibile identificare il gruppo sanguigno, ed affidabile in quanto le prove di validazione del metodo sono risultate tutte positive, oltre che di semplice interpretazione. 
· La presenza di un controllo negativo garantisce l’attendibilità dei risultati in tutti i test eseguiti.

· Le prove di correlazione con il metodo “RapidVet-H feline” hanno permesso di osservare una perfetta corrispondenza di risultati tra le due metodiche considerate, sottolineando però la maggiore sensibilità del metodo in esame, che permette di differenziare la positività in quattro gradi (da 1+ a 4+) fornendo, quindi, dei risultati semi-quantitativi e consentendo di rilevare anche antigeni deboli (Tabella 6). 
· La possibilità di lettura mediante sistema automatico riduce i rischi legati all’interpretazione soggettiva e permette la stampa dei risultati e l’immediata archiviazione nella cartella clinica.

· I soggetti da noi esaminati (n°80) sono risultati prevalentemente di gruppo sanguigno A (92,5%), con positività elevata (4+ e 3+); la positività riscontrata nei gatti di gruppo sanguigno B (6,25%), invece, è inferiore (3+ e 2+). Come riportato in letteratura, tutti i gatti di razza pura da noi indagati si sono rivelati appartenere al gruppo sanguigno A.
Riteniamo che l’introduzione di questa metodica nelle strutture di diagnostica di laboratorio e negli ambulatori sia auspicabile per garantire, nella pratica trasfusionale, l’accurata scelta dei donatori e, nella riproduzione, per programmare gli accoppiamenti e prevenire così il rischio di malattia emolitica neonatale (MEN) nelle razze dove l’incidenza del gruppo sanguigno di tipo B è predominante. A questo proposito vogliamo porre l’attenzione sul riscontro della positività del 6,25% del gruppo B nei gatti di razza comune europeo, dato che ne rende a rischio la pratica trasfusionale senza previa conoscenza dei gruppi sanguigni. 
Crediamo che il nostro lavoro abbia fornito un contributo alle informazioni sulla distribuzione geografica e sulla prevalenza, nelle varie razze, di un gruppo sanguigno rispetto all’altro sul territorio lombardo sperando pertanto che future indagini possano portare ad un ulteriore ampliamento della casistica in nostro possesso.
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TABELLE

Tabella 1
	Razza 
	Numero campioni

	Comune europeo
	54

	Persiano
	16

	Certosino
	3

	Siamese 
	3

	Burmese 
	2

	Devon rex 
	1

	Siberiano 
	1


Tabella 2

	Anti-A
	Anti-B
	Ctl
	Gruppo Sanguigno

	da 1+ a 4+
	negativo
	negativo
	A

	negativo
	da 1+ a 4+
	negativo
	B

	da 1+ a 4+
	da 1+ a 4+
	negativo
	AB

	da 1+ a 4+ o negativo
	da 1+ a 4+ o negativo
	da 1+ a 4+
	Ripetere il test


Tabella 3
	GRUPPO SANGUIGNO
	Numero campioni
	%

	A
	74/80 
	92,5

	B
	5/80
	6,25

	AB
	1/80
	1,25


Tabella 4
	Razza
	Gruppo A
	Gruppo B
	Gruppo AB

	Comune Europeo
	48
	5
	1

	Persiano
	16
	-
	-

	Certosino
	3
	-
	-

	Siamese
	3
	-
	-

	Burmese
	2
	-
	-

	Devon Rex
	1
	-
	-

	Siberiano
	1
	-
	-


Tabella 5
	Sesso
	Gruppo A
	Gruppo B
	Gruppo AB

	M
(41 campioni)
	38
(92,7%)
	3
(7,3%)
	-

	F
(39 campioni)
	36
(92,3%)
	2
(5,1%)
	1
(2,6%)


Tabella 6

	
	Soggetti (totale 80)
	Grado di agglutinazione

	Gruppo sanguigno
	n
	%
	4+
	3+
	2+
	1+

	A
	74
	92,5
	33 
	41 
	-
	-

	B
	5
	6,25
	-
	4
	1 
	-

	AB
	1
	1,25
	-
	-
	1
	-
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Figura 1: ID-Card “Anti-A/Anti-B” per la tipizzazione dei gruppi sanguigni nel gatto
Figura 2: Campione di gruppo sanguigno A 3+

Figura 3: Campione di gruppo sanguigno B 3+
Figura 4: Campione di gruppo sanguigno AB (A2+/B2+)
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