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Szilárd fázisú teszt thrombocyta antitestek kimutatására 
 
Általános információk 
A MASPAT (Monoclonal Antibody Solid-phase Platelet Antibody Test) készlet a MASPAT mikrotiter lemezeket (12 csík x 8 lyuk), a 
MASPAT LISS-t, a MASPAT anti-IgG-t, a MASPAT positive control and MASPAT negative control tartalmazza. A MASPAT készlet 
megfelel a szakmai standardoknak és követelményeknek. A teszt tulajdonságainak leírása minden termék csomagolásában megtalálható. 
A teszt elve a szilárd fázis technika, amely az antigén/antitest reakción alapul. A donor thrombocyták monolayere centrifugálással a 
thrombocyta-specifikus monoklonális egér antitesttel fedett mikrotiter lemezben lévő lyukak felszínére immobilizálódik. A beteg szérumot 
és a LISS-t (Low Ionic Strenght Solution - alacsony ionerősségű oldat) a megfelelő lyukakban kell inkubálni, amely lehetővé teszi, hogy a 
szérum antitestek az immobilizált thrombocyta-monolayerhez kötődjenek. Az inkubációt követően, a nem kötődött szérum-
komponenseket mosással kell eltávolítani. A thrombocytához kötött antitesteket egér monoklonális anti-human IgG és human IgG- 
szenzitizált vörösvértestek (MASPAT Indicator Red Cells - indikátor vörösvértestek) hozzáadásával mutatják ki a mikrotiter lemez 
egymást követő centrifugálásával. Pozitív reakció esetén az anti-human IgG és az MASPAT Indicator Red Cells a thrombocyta-
monolayeren az IgG antitestekhez kötődnek. Így a pozitív reakciót az MASPAT Indicator Red Cells a lyukak felületéhez való tapadása 
jellemzi, míg a negatív reakcióknál diszkrét MASPAT Indicator Red Cells sejt-üledék keletkezik a lyuk közepén. A MASPAT positive és 
negative control használata ajánlott. 
 
A kit részei 
 

MASPAT Microplate (  K1366): U-aljú mikrotiter lemez (12x8 lyuk). Minden lyuk thrombocyta-specifikus monoklonális antitestekkel 
fedett. 2–8˚C-on tárolandó. A MASPAT microplate lemez vákuumhegesztett tasakban van, nedvesség-szívó anyagot tartalmaz. 2–8oC 
között tárolva felbontás után legtöbb 4 hétig használható. 
 

MASPAT LISS 10 ml (  K1362): alacsony ionerősségű oldat.  
2-8oC között tárolandó. 
 

MASPAT positive control 1 ml (  K1363): thrombocyta-specifikus antitesteket tartalmaz.  
2-8oC között tárolandó.  
 

MASPAT negative control 1 ml (  K1364): nem tartalmaz thrombocyta-specifikus antitesteket.  
2-8oC között tárolandó. 
 

MASPAT anti-IgG 6 ml (  K1361): human IgG-re (IgG1, IgG2, IgG3) specifikus egér monoklonális antitest. 2-8oC között tárolandó. 
 
Figyelmeztetések 
Csak in vitro használatra. A reagenseket 2–8°C-on kell tárolni. Sérült vagy csöpögő reagenseket ne használjuk fel. A reagenseket a 
címkén megtalálható lejárati időn túl ne használjuk. 0,1% (w/v) NaN3-ot tartalmaz tartósítószerként. A reagenseket fertőző betegségekre 
tesztelték és negatívnak találták, de nem jelenthető ki, hogy teljesen fertőzésmentesek. Elővigyázatosan kezelendők. A reagensek 
zavarossága bakteriális kontaminációt jelenthet. A reagens károsodásának felismeréséhez, naponta kell a reagenseket tesztelni megfelelő 
kontrollokat használva, a laboratórium minőségbiztosítási programjának megfelelően. A használt anyagok megsemmisítése a laboratórium 
szabályzatának megfelelően történjen. 
 
A minták gyűjtése és előkészítése 
A szérum mintákat alvadt vérből 1500 rcf-en 10 percig történő centrifugálással nyerjük. Amennyiben a szérum vizsgálata nem történik 
meg azonnal, <-18°C alatt fagyasztva tárolandó. 
A teszthez thrombocyta koncentrátumot (PC) és thrombocyta-dús plazmát (PRP) is lehet használni. PRP készítéséhez az EDTA-s teljes 
vért 10 percig kell 400 rcf-en centrifugálni. A PRP-frakciót közvetlenül, hígítás nélkül lehet használni. 
 
A teszt kivitelezése  
Szükséges anyagok, amelyeket a kit nem tartalmaz: 

- MASPAT Indicator Red Cells  0,3% (  K1139) érzékenyített vörösvértest-szuszpenzió  
tartósítószeres közegben 

- 50, 100 és 150 l-es többcsatornás pipetta és eldobható pipettahegyek 
- foszfát-pufferelt sóoldat (PBS) és Tween 20 
- tartály a többcsatornás pipettához 
- eldobható műanyag transzfer pipetták  
- mikrotiter platek-hez használható centrifuga 
- 37oC-os inkubátor 
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- mikrotiter lemez rázó 
 
Minden reagenst szobahőmérsékletűre melegítünk (18–25°C) 
1. Kivesszük a szükséges számú lyukkal rendelkező MASPAT mikroplate-et a fóliából. A fel nem használt lyukak tovább tárolhatók a 

műanyag tartóban, szárítószerrel, gondosan bezárva. 
2. Műanyag pipettával 1 csepp (50 I) donor PRP-t vagy PC-t teszünk a szükséges lyukakba (beteg szérumhoz, MASPAT positive 

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

3. Centrifugáljuk a mikroplate-et 5 percig 50 rcf-el, hogy a thrombocyták a lyukak falához kitapadjanak (fékezés nélkül). 
4. Dekantáljunk, és mossunk ki minden nem kötődött thrombocytát, 3*-szor 150 μl 0,005%os PBS/Tweennel.  

A mosófolyadékot többcsatornás pipettával cseppenként adagoljuk. Öntsük ki a PBS/Tweent a  
mosások között megfordítva és kirázogatva a plate-ből. 

5. Adjunk 2 csepp (100 l) MASPAT LISS reagenst minden lyukba. A LISS reagens bíbor színű. 
6. Adjunk 1 csepp (50 I) MASPAT positive vagy negative control a megfelelő lyukakba. 
7. Adjunk 1 csepp (50 I) beteg szérumot a donor thrombocyta monolayert tartalmazó megmaradt lyukakba.  
8. Rázzuk 10 másodpercig rázógépen 800 rpm-en (Sarstedt, TPM-2). A LISS reagens bíbor színének kékké kell változnia. 
9. Inkubáljuk 30 percig 37°C-on (fedjük le a plate-et az inkubáció ideje alatt). 
10. Dekantáljuk, és mossuk 5*-ször 150 I PBS/Tween oldattal, a 4. pontban leírtaknak megfelelően. 
11. Adjunk 1 csepp (50 I) MASPAT anti-IgG reagenst minden lyukba, rögtön mosás után. 
12. Adjunk 1 csepp (50 l) MASPAT Indicator Red Cells minden lyukba. Óvatosan rázzuk össze. 
13. Centrifugáljunk a mikroplateket 5 percig 200 rcf-en (fékezés nélkül). 
14. Olvassuk le az eredményt makroszkóposan vagy automata leolvasóval. 

*Ha a mosás automatával történik, validálni kell a mosási lépéseket. 
 
Értékelés  
Pozitív vagy gyenge pozitív reakció (a vörösvértestek a lyuk alján réteget képeznek) azt jelenti, hogy thrombocyta specifikus és/vagy HLA 
specifikus antitestek vannak a szérumban. 
Negatív reakció esetén (vörösvértest csomó látható a lyuk alján), ebben az esetben a szérumban nincsenek thrombocyta és/vagy HLA 
specifikus antitestek. 
 

        
 pozitív   gyenge pozitív  negatív 
 
A MASPAT negative control azért kell betenni, hogy segítségével megtaláljuk a donor thrombocytákhoz kötődő autoantitesteket. Ha 
szükséges a beteg autokontroll, a beteg szérumát tesztelni kell a beteg saját thrombocytáival, amelyet EDTA-s vérmintából nyertünk. 
 
A thrombocyták reaktivitását fokozhatjuk a donor thrombocyták (PC vagy PRP) minimum 30 perces (< -18°C) fagyasztásával. 
Fagyasztás után a thrombocyták legfeljebb 8 hétig tarthatók el. 
 
A thrombocyta-koncentrátumot hígíthatjuk sequestrin pufferrel. 
A sequestrin törzsoldat összetétele (10 x koncentrátum):  
- 0,175 M Na2HP04.2H20 
- 0,089 M Na2EDTA.2H20 (Titriplex III)  
- 1,54 M NaCI 

feloldva desztillált vízben  
pH: 6,8-7,0 
Sequestrin puffer 10 x koncentrátumot 1:10 arányban kell hígítani desztillált vízzel használat előtt. 
Szobahőmérsékleten tárolandó (18–25°C-on). A törzsoldat lejárati ideje 1 év. A munkaoldat lejárati ideje 1 hét. 
 
A teszt korlátai 
A mosófolyadékot óvatosan kell adagolni, mert egy erősebb mosással kimoshatjuk mind a kötött, mind a nem kötött thrombocytákat.  A 
lyuk felszínének opálosnak kell lennie, ha a mosást megfelelően végeztük el. A „lyukas” thrombocyta monolayer rossz mosási technikát 
jelent. Ha ez előfordul új monolayert kell készíteni egy új mikroplate-ben (3–5. lépések). 
Fals pozitív vagy fals negatív eredményeket kaphatunk, ha a regensek vagy anyagok befertőződnek vagy bármely - az előírt technikától 
való – eltérés miatt. 
Fals pozitív eredményeket kaphatunk, ha a donor/beteg thrombocyták ABO inkompatíbilisak a tesztelt szérummal, ha a donor 
thrombocytákhoz IgG autoantitestek kötődtek, vagy, ha a thrombocyta koncentráció túl alacsony (<0,5 x 108/ ml). Annak 
megállapítására, hogy a donor vérlemezkéi hordoznak-e autoantitesteket, el lehet végezni a donor vérlemezke + negatív kontroll vagy a 
donor vérlemezke + donor szérum teszteket. 
Fals negatív eredményeket kaphatunk a MASPAT positive controllal, ha a használt thrombocyták HPA-1 és HPA-3a antigén hiányosak. 
Ha a centrifugációs idő és sebesség nem optimalizált, a mikroplate-ben rosszul tapadnak ki a thrombocyták. Így a lyukak gyenge 
befedettsége egy rosszul kivitelezett tesztet eredményez, mert csökkenti a teszt szenzitivitását és a reakció erősségét. 
A MASPAT anti-IgG reagens és/vagy a MASPAT Indicator Red Cells hozzáadása előtti nem megfelelő mosás fals negatív reakciókhoz 
vezethet. 
A MASPAT Indicator Red Cells hozzáadása utáni gyenge centrifugálás fals pozitív reakciókhoz vezethet minden tesztben (beleértve a 
negatív kontrollt is). Fals pozitív eredményt kaphatunk, ha nem megfelelően reszuszpendáltuk a MASPAT Indicator Red Cellst. 
A MASPAT Indicator Red Cells hozzáadása utáni nagyon erős centrifugálással fals negatív eredményeket kaphatunk mindenhol (beleértve 
a pozitív kontrollt is). 
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A Sanquin termékek garantáltan az eredeti gyártó használati utasításában megadottaknak megfelelő teljesítményt nyújtják. Rendkívül 
fontos, hogy szigorúan betartsák az adott eljárásokat, a tesztek elrendezését, és ragaszkodjanak az ajánlott reagensek és berendezések 
használatához. A Sanquin az előzőekben leírtaktól történő bármilyen eltérés esetén minden felelősséget elhárít. 
 
 
 


