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- hasznélatra

Szilard fazisu teszt thrombocyta antitestek kimutatasara

Altalanos informaciék

A MASPAT (Monoclonal Antibody Solid-phase Platelet Antibody Test) készlet a MASPAT mikrotiter lemezeket (12 csik x 8 lyuk), a
MASPAT LISS-t, a MASPAT anti-lgG-t, a MASPAT positive control and MASPAT negative control tartalmazza. A MASPAT készlet
megfelel a szakmai standardoknak és kévetelményeknek. A teszt tulajdonségainak leirdsa minden termék csomagoldsdban megtalélhaté.
A teszt elve a szilard fazis technika, amely az antigén/antitest reakcion alapul. A donor thrombocytak monolayere centrifugéalassal a
thrombocyta-specifikus monoklonélis egér antitesttel fedett mikrotiter lemezben [évé lyukak felszinére immobilizalédik. A beteg szérumot
és a LISS-t (Low lonic Strenght Solution - alacsony ionerdsség(i oldat) a megfelel6 lyukakban kell inkubalni, amely lehetévé teszi, hogy a
szérum antitestek az immobilizalt thrombocyta-monolayerhez kétédjenek. Az inkubéaciét kdvetden, a nem koétédott szérum-
komponenseket moséassal kell eltavolitani. A thrombocytdhoz kotott antitesteket egér monoklonélis anti-human IgG és human IgG-
szenzitizalt vorosvértestek (MASPAT Indicator Red Cells - indikator vorosvértestek) hozzadaddsaval mutatjak ki a mikrotiter lemez
egymast kovet6 centrifugdlasaval. Pozitiv reakcioé esetén az anti-human IgG és az MASPAT Indicator Red Cells a thrombocyta-
monolayeren az IgG antitestekhez kétddnek. Igy a pozitiv reakciét az MASPAT Indicator Red Cells a lyukak feliiletéhez valé tapadésa
jellemzi, mig a negativ reakcioknal diszkrét MASPAT Indicator Red Cells sejt-tledék keletkezik a lyuk kézepén. A MASPAT positive és
negative control hasznélata ajanlott.

A kit részei

MASPAT Microplate ( K1366): U-alju mikrotiter lemez (12x8 lyuk). Minden lyuk thrombocyta-specifikus monoklonalis antitestekkel
fedett. 2-8°C-on taroland6. A MASPAT microplate lemez vakuumhegesztett tasakban van, nedvesség-szivo anyagot tartalmaz. 2-8°C
kozott tarolva felbontds utén legtdbb 4 hétig hasznéalhaté.

MASPAT LISS 10 mi ( K1362): alacsony ioner&sségi oldat.
2-8°C ko6zott tarolando.

MASPAT positive control 1 mi ( K1363): thrombocyta-specifikus antitesteket tartalmaz.
2-8°C ko6zott tarolando.

MASPAT negative control 1 ml ( K1364): nem tartalmaz thrombocyta-specifikus antitesteket.
2-8°C ko6zott tarolando.

MASPAT anti-lgG 6 ml ( K1361): human IgG-re (IgG1, 19G2, IgG3) specifikus egér monoklondlis antitest. 2-8°C koz6tt tarolandé.

Figyelmeztetések

Csak in vitro hasznélatra. A reagenseket 2—8°C-on kell tarolni. Sérllt vagy cs6pdgs6 reagenseket ne hasznéljuk fel. A reagenseket a
cimkén megtaldlhaté lejarati id6n tul ne hasznaljuk. 0,1% (w/v) NaNs-ot tartalmaz tartdsitoszerként. A reagenseket fert6z6 betegségekre
tesztelték és negativnak talaltdk, de nem jelentheté ki, hogy teljesen fert6zésmentesek. El6vigyazatosan kezelend6k. A reagensek
zavarosséaga bakteridlis kontaminéciot jelenthet. A reagens karosodésanak felismeréséhez, naponta kell a reagenseket tesztelni megfeleld
kontrollokat haszndlva, a laboratérium min&ségbiztositasi programjanak megfeleléen. A hasznélt anyagok megsemmisitése a laboratérium
szabélyzatadnak megfelel6en térténjen.

A mintak gylijtése és el6készitése

A szérum mintékat alvadt vérbd6l 1500 rcf-en 10 percig torténd centrifugdlassal nyerjik. Amennyiben a szérum vizsgélata nem torténik
meg azonnal, <-18°C alatt fagyasztva tarolandé.

A teszthez thrombocyta koncentratumot (PC) és thrombocyta-dis plazmat (PRP) is lehet haszndlni. PRP készitéséhez az EDTA-s teljes
vért 10 percig kell 400 rcf-en centrifugélni. A PRP-frakciét kdzvetlentl, higitéds nélkll lehet hasznalni.

A teszt kivitelezése
Szikséges anyagok, amelyeket a kit nem tartalmaz:

- MASPAT Indicator Red Cells 0,3% ( K1139) érzékenyitett vordsvértest-szuszpenzid
tartositészeres kozegben

- 50, 100 és 150 pl-es tébbcsatornés pipetta és eldobhaté pipettahegyek

- foszfat-pufferelt séoldat (PBS) és Tween 20

- tartély a tébbcsatornés pipettdhoz

- eldobhaté mlianyag transzfer pipettak

- mikrotiter platek-hez hasznélhaté centrifuga

- 37°C-os inkubétor



- mikrotiter lemez rézé

Minden reagenst szobahémérsékletlire melegitiink (18-25°C)

1. Kivesszik a szlikséges szamu lyukkal rendelkez6 MASPAT mikroplate-et a félidbdl. A fel nem hasznalt lyukak tovébb tarolhatok a
mianyag tartéban, széritészerrel, gondosan bezarva.

2. Midianyag pipettaval 1 csepp (50 ul) donor PRP-t vagy PC-t teszlink a sziikséges lyukakba (beteg szérumhoz, MASPAT positive

control, MASPAT negative control). Tandcsos a MASPAT positive és MASPAT negative control elvégzése mindegyik 8 lyukas

csikra.

Centrifugaljuk a mikroplate-et 5 percig 50 rcf-el, hogy a thrombocyték a lyukak faldhoz kitapadjanak (fékezés nélkiil).

Dekantéljunk, és mossunk ki minden nem k6t6dott thrombocytat, 3*-szor 150 ul 0,005%o0s PBS/Tweennel.

A moséfolyadékot tobbcsatornas pipettaval cseppenként adagoljuk. Ontsiik ki a PBS/Tweent a

mosdasok kozott megforditva és kirdzogatva a plate-bél.

5 Adjunk 2 csepp (100 pl) MASPAT LISS reagenst minden lyukba. A LISS reagens bibor szinG.

6 Adjunk 1 csepp (60 ul) MASPAT positive vagy negative control a megfelel§ lyukakba.

7. Adjunk 1 csepp (50 pul) beteg szérumot a donor thrombocyta monolayert tartalmazé megmaradt lyukakba.

8. Rézzuk 10 méasodpercig razégépen 800 rpm-en (Sarstedt, TPM-2). A LISS reagens bibor szinének kékké kell valtoznia.

9. Inkubdljuk 30 percig 37°C-on (fedjik le a plate-et az inkubacio ideje alatt).

10. Dekantéljuk, és mossuk 5*-szér 150 ul PBS/Tween oldattal, a 4. pontban leirtaknak megfelelGen.

11. Adjunk 1 csepp (50 ul) MASPAT anti-lgG reagenst minden lyukba, rogtén mosas utan.

12. Adjunk 1 csepp (50 pl) MASPAT Indicator Red Cells minden lyukba. Ovatosan razzuk éssze.

13. Centrifugdljunk a mikroplateket 5 percig 200 rcf-en (fékezés nélkul).

14. Olvassuk le az eredményt makroszképosan vagy automata leolvaséval.
*Ha a moséas automatéaval toérténik, validalni kell a mosaési Iépéseket.
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Ertékelés

Pozitiv vagy gyenge pozitiv reakcié (a vorosvértestek a lyuk aljan réteget képeznek) azt jelenti, hogy thrombocyta specifikus és/vagy HLA
specifikus antitestek vannak a szérumban.

Negativ reakcié esetén (vorosvértest csomo lathaté a lyuk aljan), ebben az esetben a szérumban nincsenek thrombocyta és/vagy HLA
specifikus antitestek.
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pozitiv gyenge pozitiv negativ

A MASPAT negative control azért kell betenni, hogy segitségével megtaléljuk a donor thrombocytédkhoz k6t6d6 autoantitesteket. Ha
sziikséges a beteg autokontroll, a beteg szérumét tesztelni kell a beteg sajat thrombocytéival, amelyet EDTA-s vérmintabdl nyertiink.

A thrombocyték reaktivitdsat fokozhatjuk a donor thrombocyték (PC vagy PRP) minimum 30 perces (< -18°C) fagyasztasaval.
Fagyasztas utédn a thrombocyték legfeljebb 8 hétig tarthatdk el.

A thrombocyta-koncentrdtumot higithatjuk sequestrin pufferrel.
A sequestrin torzsoldat dsszetétele (10 x koncentratum):

- 0,175 M Naz2HPO4.2H20

- 0,089 M Naz2EDTA.2H20 (Titriplex Il

- 1,54 M NaCl
feloldva desztillalt vizben
pH: 6,8-7,0

Sequestrin puffer 10 x koncentrdtumot 1:10 ardnyban kell higitani desztillalt vizzel hasznalat el&tt.
Szobahémérsékleten térolandd (18-25°C-on). A torzsoldat lejérati ideje 1 év. A munkaoldat lejérati ideje 1 hét.

A teszt korlatai

A mosoéfolyadékot 6vatosan kell adagolni, mert egy er6sebb moséassal kimoshatjuk mind a k6tott, mind a nem kotott thrombocytdkat. A
lyuk felszinének opélosnak kell lennie, ha a mosast megfelel6en végeztik el. A ,lyukas” thrombocyta monolayer rossz mosési technikat
jelent. Ha ez el6fordul Uj monolayert kell késziteni egy Uj mikroplate-ben (3-5. 1épések).

Fals pozitiv vagy fals negativ eredményeket kaphatunk, ha a regensek vagy anyagok befert6z6dnek vagy barmely - az elGirt technikatol
valé — eltérés miatt.

Fals pozitiv eredményeket kaphatunk, ha a donor/beteg thrombocytdk ABO inkompatibilisak a tesztelt szérummal, ha a donor
thrombocytakhoz IgG autoantitestek kétédtek, vagy, ha a thrombocyta koncentrécié tal alacsony (<0,5 x 108/ ml). Annak
megéllapitédséara, hogy a donor vérlemezkéi hordoznak-e autoantitesteket, el lehet végezni a donor vérlemezke + negativ kontroll vagy a
donor vérlemezke + donor szérum teszteket.

Fals negativ eredményeket kaphatunk a MASPAT positive controllal, ha a hasznélt thrombocytédk HPA-1 és HPA-3a antigén hidnyosak.
Ha a centrifugacids id6 és sebesség nem optimalizalt, a mikroplate-ben rosszul tapadnak ki a thrombocytak. igy a lyukak gyenge
befedettsége egy rosszul kivitelezett tesztet eredményez, mert csdkkenti a teszt szenzitivitdsat és a reakcidé er6sségét.

A MASPAT anti-lgG reagens és/vagy a MASPAT Indicator Red Cells hozzdadéasa el6tti nem megfelel6 mosés fals negativ reakcidkhoz
vezethet.

A MASPAT Indicator Red Cells hozzdadasa utani gyenge centrifugdlas fals pozitiv reakciékhoz vezethet minden tesztben (beleértve a
negativ kontrollt is). Fals pozitiv eredményt kaphatunk, ha nem megfelelGen reszuszpendaltuk a MASPAT Indicator Red Cellst.

A MASPAT Indicator Red Cells hozzdad&sa utani nagyon erds centrifugélassal fals negativ eredményeket kaphatunk mindenhol (beleértve
a pozitiv kontrollt is).
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A Sanquin termékek garantéltan az eredeti gyarté hasznélati utasitdsaban megadottaknak megfelelé teljesitményt nydjtjak. Rendkiviil
fontos, hogy szigoruan betartsak az adott eljgrasokat, a tesztek elrendezését, és ragaszkodjanak az ajanlott reagensek és berendezések

hasznalatédhoz. A Sanquin az el6z6ekben leirtaktdl torténd barmilyen eltérés esetén minden feleldsséget elharit.



