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Oznaczenie oparte na technice statej fazy do wykrywania przeciwciat przeciwptytkowych

Informacje ogdine

Zestaw MASPAT (Monoclonal Antibody Solid-phase Platelet Antibody Test) zawiera pokryte przeciwciatami (12 paskéw po 8 dotkéw)
mikroptytki MASPAT, odczynnik MASPAT LISS, przeciwciato MASPAT anty-lgG, MASPAT positive control oraz MASPAT negative
control. Zestaw MASPAT spetnia wymagania odpowiednich norm i wytycznych. Charakterystyki dziatania sa opisane w dokumencie
dopuszczenia do obrotu, ktéry na prosbe klienta moze by¢ dostarczony wraz z produktem. Zasada testu jest oparta na technice statej
fazy, ktéra polega na reakcji antygen/przeciwciato. Pojedyncza warstwa ptytek krwi dawcy wskutek wirowania zostaje unieruchomiona
na powierzchni dotkéw mikroptytki, pokrytych swoistymi dla ptytek krwi, monoklonalnymi przeciwciatami mysimi. Surowice pacjenta
wraz z roztworem o matej sile jonowej LISS (Low lonic Strength Solution) inkubuje sie w odpowiednich dotkach, umozliwiajac zwiazanie
sie przeciwciat z surowicy z pojedyncza warstwa unieruchomionych ptytek krwi. Po inkubacji niezwigzane sktadniki surowicy usuwa sie
przez wyptukiwanie. Zwigzane z ptytkami krwi przeciwciata wykrywa sig poprzez dodanie monoklonalnych przeciwciat mysich przeciwko
ludzkiej IgG oraz ludzkich erytrocytéw uczulonych IgG (MASPAT Indicator Red Cells), a nastgpnie odwirowanie mikroptytki. W przypadku
reakcji dodatniej przeciwciata przeciwko ludzkiej IgG oraz krwinki MASPAT Indicator Red Cells wiaza sie z przeciwciatami IgG na
powierzchni warstwy ptytek krwi. Zatem reakcje dodatnie charakteryzujg sie przywieraniem wskaznikowych krwinek czerwonych do
catej powierzchni dotkéw, podczas gdy w wyniku reakcji ujemnych powstaja drobne skupiska krwinek z zawiesiny MASPAT Indicator
Red Cells w $srodkowej czesci dotka. Zdecydowanie zaleca sie zastosowanie w kazdej serii testow MASPAT positive control oraz
MASPAT negative control

Elementy zestawu:

MASPAT Microplate ( K1366): mikroptytka zawierajaca 12 paskéw po 8 dotkéw o zaokrgglonym dnie (w ksztatcie litery U).
Wszystkie dotki zostaty optaszczone monoklonalnymi przeciwciatami skierowanymi swoiécie przeciwko ptytkom krwi . Przechowywaé¢ w
temperaturze 2-8°C. Mikroptytka MASPAT jest pakowana prézniowo w plastikowe opakowanie, zawierajace pochtaniacz wilgoci. Po
wyjeciu ptytki z opakowania dotki nadaja sie do uzycia przez 4 tygodnie, pod warunkiem przechowywania ptytki w temperaturze 2-8°C.

MASPAT LISS 10 ml ( K1362): roztwér o matej sile jonowej (Low lonic Strength Solution). Przechowywaé w temperaturze 2-8°C.

MASPAT positive control 1 ml ( K1363): zawiera przeciwciata skierowane swoiscie przeciwko ptytkom krwi. Przechowywaé¢ w
temperaturze 2-8°C.

MASPAT negative control 1 ml ( K1364): nie zawiera przeciwciat skierowanych swoiscie przeciwko ptytkom krwi. Przechowywaé w
temperaturze 2-8°C.

MASPAT anti-lgG 6 ml ( K1361): monoklonalne przeciwciato mysie), skierowane swoiscie przeciwko ludzkiej IgG (IgG1, 19G2,
19G3). Przechowywaé w temperaturze 2-8°C.

Srodki ostroznosci

Stosowac jedynie w diagnostyce in vitro. Odczynniki nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8°C. Nie wolno uzywac fiolek
uszkodzonych ani przeciekajacych. Nie wolno uzywaé odczynnikéw (ani nieotwartych, ani otwartych) po uptywie terminu waznosci,
ktéry jest wydrukowany na etykiecie fiolki. Srodkiem konserwujacym jest 0,1% NaNs (stezenie wagowe). Chociaz wszystkie produkty
krwiopochodne sa badane w kierunku choréb zakaznych, a wyniki tych badan sg ujemne, nie mozna jednak zaktadaé, ze odczynniki nie
zawierajg czynnikdw zakaznych. Nalezy zachowa¢ szczegdlng ostrozno$é podczas stosowania produktu i usuwania jego pozostatosci
oraz opakowan po produkcie. Zmetnienie moze wskazywaé na skazenie bakteryjne. W celu sprawdzenia jako$éci odczynnika zaleca sig
jego przetestowanie w ramach laboratoryjnego programu kontroli jako$ci, z zastosowaniem odpowiednich metod kontrolnych. Po
zakonczeniu testu wszelkie pozostatosci niewykorzystanego produktu nalezy usunaé w sposéb zgodny z przepisami laboratorium, w
ktérym test przeprowadzano.

Pobieranie i przygotowywanie materiatu

Prébki surowicy uzyskuje sie z wykrzepionej krwi po jej odwirowaniu z przyspieszeniem 1500 RCF przez 10 minut. Jezeli badanie prébek
surowicy bedzie wykonane z opdznieniem, prébki nalezy przechowywaé w temperaturze nizszej niz <-18°C. W tescie mozna
wykorzystaé koncentrat ptytkowy lub osocze bogatoptytkowe. W celu przygotowania osocza bogatoptytkowego odwirowuje sig krew
petna pobrang na EDTA z przyspieszeniem 400 RCF przez 10 minut. Frakcje osocza bogatoptytkowego mozna stosowaé bezposrednio,
bez rozciericzania.

Procedura testu

Materiaty wymagane, lecz niedostarczane:

- 0,3% zawiesina MASPAT Indicator Red Cells ( K1139), zawierajaca uczulone erytrocyty w podtozu konserwujacym.
- Pipeta wielokanatowa z mozliwo$cig podawania objetosci: 50, 100 i 150 pl oraz jednorazowe korncéwki.

- Roztwér soli buforowany buforem fosforanowym (PBS, Phosphate Buffered Saline) oraz Tween 20.

- Zbiorniki do pipety wielokanatowe;j.



- Jednorazowe pipety PLASTIKOWE do przenoszenia préobek.
- Wiréwka odpowiednia do odwirowywania mikroptytek.

- Inkubator o temperaturze 37°C.

- Wytrzasarka do mikroptytek.

Nalezy odczekaé, az wszystkie odczynniki osiagng temperature pokojowa (18-25°C).

1. Wyjac¢ z opakowania mikroptytke z wymagang liczba dotkéw. Nieuzywane dotki mozna przechowywaé w plastikowym opakowaniu
z pochtaniaczem wilgoci.

2. Plastikowa pipeta do przenoszenia probek doda¢ 1 krople (50 pul ) osocza bogatoptytkowego lub koncentratu ptytkowego dawcy do
wymaganych dotkéw (przeznaczonych na surowice pacjenta, MASPAT positive control, MASPAT negative control). Zaleca sig
wykonanie MASPAT POSITIVE- i MASPAT NEGATIVE CONTROL dla kazdego z rzedéw po 8 dotkéw.

3.  Wirowaé mikroptytke przez 5 minut z przyspieszeniem 50 RCF, aby unieruchomié¢ ptytki krwi na powierzchni dotkéw mikroptytki
(bez hamowania).

4. Odcedzi¢ i usunaé¢ wszelkie niezwigzane ptytki krwi poprzez reczne przeptukanie dotkéw mikroptytki 3* razy za pomoca 150 pl
mieszaniny PBS/0,005% Tween. Roztwér ptuczacy powinno sie dodawac kroplami za pomoca pipety wielokanatowej. Odcedzi¢
PBS/Tween pomigdzy powtérkami ptukania, odwracajac i potrzasajac ptytka.

5. Dodac¢ 2 krople (100 pl) odczynnika MASPAT LISS do kazdego dotka. Odczynnik LISS ma purpurowy kolor.

6. Dodaé 1 krople (50 pl) MASPAT positive lub negative control do odpowiednich dotkéw.

7. Doda¢ 1 krople (50 pl) surowicy pacjenta do pozostatych dotkéw zawierajacych warstwe ptytek krwi dawcy.

8.  Woytrzasa¢ mikroptytke na wytrzasarce (Sarstedt, TPM-2) z predkoscig 800 obr./min przez 10 sekund. Purpurowy kolor odczynnika
LISS powinien zmieni¢ sig na niebieski.

9. Inkubowaé mikroptytke w temperaturze 37°C przez 30 minut (zamknaé mikroptytke na czas inkubacji).

10. Odcedzi¢ i recznie przeptukaé dotki mikroptytki 5* razy za pomoca 150 pl mieszaniny PBS/Tween (zgodnie z opisem

przedstawionym w punkcie 4).

11. Bezposrednio po przeptukaniu doda¢ 1 krople (50 pl ) odczynnika MASPAT anti-lgG do kazdego dotka.

12. Doda¢ 1 krople (50 ul) zawiesiny MASPAT Indicator Red Cells do kazdego dotka. Delikatnie wstrzasna¢.

13 Wirowaé mikroptytke z przyspieszeniem 200 RCF przez 5 minut (bez hamowania).

14. Wowcezas mozna odczytaé wyniki reakcji, zar6wno makroskopowo, jak i za pomoca automatycznego czytnika.
* Jezeli ptukanie wykonuje sie automatycznie, zaleca sig przeprowadzenie walidacji etapédw ptukania.

Interpretacja

Reakcja dodatnia lub stabo dodatnia (erytrocyty tworza warstwe ponad dnem dotka) wskazuje na obecno$é w surowicy przeciwciat
skierowanych swoiscie przeciwko ptytkom i/lub antygenom HLA.

Reakcja ujemna (erytrocyty tworza skupisko na dnie dotka) wskazuje na brak w surowicy przeciwciat skierowanych swoiscie przeciwko
ptytkom i/lub antygenom HLA.
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dodatnia stabo dodatnia ujemna

MASPAT negative control nalezy przeprowadzi¢ w celu okreslenia obecnoéci autoprzeciwciat zwigzanych z ptytkami krwi dawcy.
Jezeli wymagana jest autokontrola pacjenta, wéwczas surowice pacjenta nalezy zbada¢ w reakcji z jego wtasnymi ptytkami,
pochodzacymi z prébki krwi pobranej na EDTA.

Zwiekszanie reaktywnosci ptytek krwi: zamrozenie ptytek krwi dawcy (koncentratu ptytkowego lub osocza bogatoptytkowego) co
najmniej na 30 minut (w temperaturze nizszej niz <-18°C) zwieksza ich reaktywnos$¢. Po zamrozeniu ptytki moga by¢ przechowywane
do 8 tygodni.

Koncentraty ptytkowe mozna rozcienczaé¢ buforem sekwestrujgcym.

Sktad dostepnego roztworu buforu sekwestrujacego (stgzenie 10-krotne):

- 0,175 M Na2HPO4.2H20

- 0,089 M Naz2EDTA.2H20 (Titriplex IlI)

- 1,54 M NaCl

Rozcienczony zdemineralizowang woda

pH: 6,8-7,0.

Bufor sekwestrujacy (stezenie 10-krotne) przed uzyciem nalezy rozcieficzyé woda zdemineralizowang w proporcji 1:10.
Przechowywaé w temperaturze pokojowej (18-25°C). Okres przechowywania dostgpnego roztworu: 1 rok; roztworu roboczego: 1
tydzien.

Ograniczenia

Roztwoér do ptukania nalezy dodawaé powoli, gdyz zbyt energiczne ptukanie moze usuwaé zaréwno zwigzane, jak i niezwigzane ptytki
krwi. W przypadku prawidtowo przeprowadzonej procedury ptukania powierzchnia dotka powinna by¢ nieprzejrzysta. Nieregularne
Lotwory” w warstwie ptytek krwi wskazujg na nieprawidtowo przeprowadzong procedure ptukania. W takim wypadku nalezy wytworzy¢
na nowo warstwe ptytek krwi, uzywajgc nowych dotkéw mikroptytki (czynnos$ci opisane w punktach 3-5).

Wyniki fatszywie dodatnie lub fatszywie ujemne moga mieé¢ miejsce w rezultacie skazenia badanych materiatéw lub innych odchylen od
zalecanej techniki. Wyniki fatszywie dodatnie moga wystegpowad, jezeli ptytki krwi dawcy/pacjenta sa niezgodne w zakresie grup ABO z
badana surowica, jezeli z ptytkami krwi dawcy zwigzane sg autoprzeciwciata z grupy IgG lub jezeli koncentracja ptytek jest zbyt mata
(<0,5 x 108/ml). Aby sprawdzié obecno$¢ autoprzeciwciat w ptytkach krwi dawcy, mozna przeprowadzié badanie ptytek dawcy +
kontrole ujemna lub badanie ptytek dawcy + surowicy dawcy.

Wyniki fatszywie ujemne podczas stosowania kontroli dodatniej MASPAT moga wystapi¢, gdy uzywane ptytki krwi nie posiadaja
antygenéw HPA-1a i HPA-3a.

Jezeli predko$¢ i czas wirowania nie zostaty zoptymalizowane, ptytki krwi moga stabo przywiera¢ do powierzchni mikroptytki.
Niedoktadne pokrycie dotkéw przeciwciatami bedzie skutkowaé niedostatecznym dziataniem testu wskutek zmniejszenia zaréwno jego
czutosci, jak i sity reakcji w korncowych wynikach badania.



Niedostateczne przeptukanie przed dodaniem odczynnika MASPAT anti-IgG i/lub zawiesiny MASPAT Indicator Red Cells moze
powodowac reakcje fatszywie ujemne. Zbyt stabe odwirowanie mikroptytki po dodaniu zawiesiny MASPAT Indicator Red Cells moze
prowadzi¢ do wynikéw fatszywie dodatnich we wszystkich testach (w tym réwniez z kontrolg ujemna). Reakcje fatszywie dodatnie moga
rowniez by¢ rezultatem nieprawidtowego przebiegu ponownego wytwarzania zawiesiny krwinek MASPAT Indicator Red Cells.

Zbyt silne odwirowanie mikroptytki po dodaniu zawiesiny MASPAT Indicator Red Cells moze prowadzi¢ do wynikéw fatszywie ujemnych
we wszystkich testach (w tym réwniez z kontrolg dodatnia).
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Gwarantujemy dziatanie produktow Sanquin w sposdéb opisany w oryginalnej instrukcji obstugi dostarczonej przez producenta. Istotne
znaczenie ma Sciste przestrzeganie procedur, ukfadéw testowych i uzywanie zalecanych odczynnikéw oraz sprzetu. Fundacja Sanquin nie
przyjmuje Zadnej odpowiedzialnosci za jakiekolwiek odchylenia od powyZzszych wymagan.



