= N

Instructions for use "\ Fsanquin

Reagents
Sanquin Reagents B.V. Phone: +31 20 5123599
Plesmanlaan 125 Fax: +31 20 5123570
1066 CX Amsterdam Reagents@sanquin.nl
The Netherlands wWwWw.sanquin.org/reagents
MASPAT kit K1360 ce
053 v03 03/2022 (sk) Len na profesionalne pouZitie

Technika pevnej fazy na detekciu antitrombocytarnych protilatok

VSeobecné informéacie

MASPAT kit (Monoclonal Antibody Solid-phase Platelet Antibody Test) obsahuje potiahnuté mikrodosticky (12 stripov po 8. jamkach),
MASPAT LISS, MASPAT anti-lgG, MASPAT positive control a MASPAT negative control.

Maspat kit vyhovuje poziadavkam prisludnych $tandardov a odporudani. Jeho parametre si uvedené v prepustacich dokumentoch, ktoré
sU s produktom na vyZiadanie dodané. Principom testu je technika pevnej fazy zaloZzend na reakcii antigén/protilatka. Vrstva (monolayer)
trombocytov darcu sa imobilizuje centrifugaciou k povrchu jamiek mikrodo¢ti¢ky potiahnutych pre trombocyty Specifickou mySou
monoklondalnou protilatkou. V prislusnych jamkach sa inkubuje sérum pacienta v roztoku s nizkou jénovou silou LISS (Low lonic Strength
Solution), ¢im sa sérové protilatky naviazi na imobilizovanu vrstvu trombocytov. Po inkubacii sa nenaviazané sérové komponenty
odstrania premytim. Na trombocyty naviazané protilatky sa detekuju pridanim mys$ej monoklonalnej protilatky proti ludskému IgG a
f'udskych 1gG senzibilizovanych erytrocytov (MASPAT Indicator Red Cells ) s naslednou centrifugaciou mikrodosti¢ky. V pripade
pozitivnej reakcie sa protilatka proti ludskému IgG a MASPAT Indicator Red Cells naviazu na IgG protilatky na vrstve trombocytov v
jamkach. Pozitivna rekacia je charakterizovana adherenciou MASPAT Indicator Red Cells na povrchu jamiek, pricom negativna rekacia je
tvorena malymi teréikami MASPAT Indicator Red Cells v prostriedku jamky. Odportcéa sa pouzit s kazdou sériou vzoriek MASPAT
positive control MASPAT negative control.

Sucasti kitu:

MASPAT Microplate ( K1366): mikrodosticky s U dnom, ktoré obsahuju 12 stripov po 8. jamkach.VSetky jamky st potiahnuté pre
trombocyty $pecifickou monoklonalnou protilatkou. Uchovava sa pri

2-8°C. MASPAT mikrodosticka je vakuovo uzavretd v plastikovom vrecisku s desikantom. Po vynati z vrecUska je mozné mikrodosticku
pouzivat 4 tyzdne, pokial je uchovavana pri 2-8°C.

MASPAT LISS 10 mL (REF] K1362):roztok s nizkou jénovou silou. Uchovévanie pri 2-8°C.
MASPAT positive control 1 mL ( K1363): obsahuje pre trombocyty $pecifické monoklonalne protilatky. Uchovavanie pri 2-8°C.
MASPAT negative control 1 mL ( K1364): neobsahuje Ziadne pre trombocyty $pecifické protilatky. Uchovavanie pri 2-8°C.

MASPAT anti-lgG 6 mL ( K1361): mysia monoklonalna protilatka $pecificka pre l'udské IgG (IgG1, 1gG2, 1IgG3). Uchovavanie pri 2—
8°C.

Upozornenie

Kit je uréeny vyhradne in vitro. Skladuje sa pri 2-8°C. TecUce alebo inak poskodené flasticky sa nesmu pouzit. Diagnostika (neotvorené
alebo otvorené) sa nesmu pouzit po uplynuti ¢asu expiracie vyznateného na etikete. Ako konzervaény pripravok sa pouziva 0,1% (w/v)
azid sédny.

Aj ked' boly vSetky produkty krvi diagnostikované na pritomnost infekénej choroby negativne, nie je vzdy celkom mozné tplne vylugit
pritomnost infekéného agensu. Venujte pozornost pri préaci s kazdym obalom a jeho obsahom. Turbidita by mohla znamenat mikrobiélnu
kontaminéaciu. Aby sa rozpoznalo poskodenie diagnostika, odporica sa testovat ho ako stéast laboratérneho programu kontroly kvality.
Odstranenie odpadu po testovani ma byt v stlade s postupmi v danom laboratériu.

Odber a priprava vzoriek

Vzorky sér sa ziskavaju zo zrazanlivej krvi centrifugéaciou 15 minat pri 1500 rcf. Ak je testovanie odloZzené, vzorky sér sa uchovavaju pri
menej ako <-18°C.

V teste je mozné pouzit trombocytarny koncentrat (PC), alebo plazmu bohatt na trombocyty (PRP). Na pripravu PRP sa odobera plna krv
do EDTA a centrifguje 10 minut pri 400 rcf. PRP frakciu je mozné pouzit priamo bez riedenia.

Postup testu

Pozadovany material (nedodavany):

- MASPAT Indicator Red Cells 0,3% ( K1139) senzibilizovanych erytrocytov v konzerva¢nom roztoku.
- Viacejkanélovéa pipeta na 50, 100 a 150 uL a umelohmotové $picky.

- Pufrovany izotonicky roztok chloridu sédneho (PBS) a Tween 20.

- Nadobka na multikanalovu pipetu.

- Umelohmotové pipety.

- Centrifiiga na mikrodosticky.

- Termostat 37°C.

- Trepacka na mikrodosticky.



Vsetky diagnostika sa vytemperujud na izbovu teplotu (18-25°C)

1. Z plastikového vrecuska sa vyberie mikrodosticka MASPAT s pozadovanym poétom jamiek. NepouZité jamky je mozné uchovéavat v

plastikovom sac¢ku s desikantom.

2. Pomocou umelohmotovej pipety sa do prislusnych jamiek (na sérum pacienta, MASPAT positive control, MASPAT negative control)

prenesie po 1 kvapke (50 uL) PRP alebo PC darcu. MASPAT positive a MASPAT negative control sa odporica vykonat pre kazdy
strip po 8 jamiek.

3. Mikrodosticka sa centrifiguje 5 minut pri 50 rcf, aby sa trombocyty naviazaly na povrch jamky mikrodosticky
( BEZ ROZBITIA!).

4. Nenaviazané trombocty sa po dekantécii odstrania 3-ndsobnym ru¢nym premytim jamiek mikrodosticky 150 uL PBS/Tween
0,005 %. Premyvaci roztok sa prida do jamiek pomocou viacejkanalovej pipety. PBS/Tween sa medzi premytim odstrani obratenim
dosticky a vytrepanim.

5. Do kazdej jamky sa pridaju 2 kvapky (100 puL) MASPAT LISS. LISS ma ruzovu farbu.

6. Do prislusnych jamiek sa pridad 1 kvapka (50 uL) MASPAT positive alebo negative control.

7. Do zbyvajucich jamiek s trombocytarnym monolayerom darcu sa pridd 1 kvapka (50 ulL) pacientovho séra.

8. Mikrodosticka sa pretrepe na trepacke 10 sekdnd pri 800 ot/min. (Sarstedt, TMP-2). Ruzové farba LISS sa zmeni na modru.

9. Mikrodosticka sa inkubuje 30 minat pri 37°C (pocas inkubacie sa dosticka prikryje foliou).

10. Jamky mikrodosti¢ky sa po dekantécii 5x ru¢ne premyji 150 puL PBS/tween, pozri bod 4.

11. Bezprostredne po premyti sa do kazdej jamky pridd 1 kvapka (50 puL) MASPAT anti-IgG.

12. Do kazdej jamky sa prida 1 kvapka (50 puL) MASPAT Indicator Red Cells. Obsah sa jemne pretrepe.

13. Mikrodostic¢ka sa centrifiguje pri 200 rcf 5 mindt (BEZ ROZBITIA!)

14. Vysledky reakcii sa vyhodnotia makroskopicky alebo automatickym readerom.

* V pripade, Ze sa premyva pomocou automatu, odporac¢a sa previest validaciu.

Vyhodnotenie
Pozotivne alebo slabo pozitivne reakcie (erytrocyty tvoria layer na dne jamky) indikujd pritomnost trombocytarnych a/alebo HLA
Specifickych protilatok v sére.
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pozitivne slabo pozitivne negativne

Na detekciu pripadnych autoprotildtok naviazanych na trombocyty darcu sa prevddza MASPAT negative control.
V pripade, Ze sa pozaduje pacientova autokontrola, sérum pacienta sa testuje z jeho trombocytmi z jeho vzoriek krvi s EDTA.

Zosilenie reaktivity trombocytov: zmrazenie dosti¢iek darcu (PC alebo PRP) na najmenej 30 minut (<- 18°C) zosilni ich reaktivitu. Po
zmrazeni sa mézu trombocyty uchovavat maximélne 8 tyzdrov.

PC je mozné nariedit sequestrinovym pufrom.

Zlozenie skladovaného seguestrinového pufru (10x koncentrovaného):

- 0,175 M Naz2HPO4.2H20

- 0,089 M Naz2EDTA.2 H20 (TriplexIll)

- 1,54 NaCl

rozpustit v ¢istenej vode.

pH: 6,8-7,0

Seguestrinovy pufor 10x koncentrovany sa pred pouzitim nariedi 1:10 ¢istenou vodou. Uchovéava sa pri izbovej teplote (18-25°C).
Expiracia pufru je 1 rok, nariedeného roztoku 1 tyzder.

Obmedzenie

Premyvaci roztok sa musi pridavat pomaly, prudké premytie by mohlo odstranit naviazené aj nenaviazané trombocyty. V pripade, Ze
premytie bolo spradvne, povrch jamiek by mal opaleskovat. Nepravidelné ,otvory” v dostickovom monolayery znamenaji nespravne
premytie. V tomto pripade sa musi vytvorenie monolayeru opakovat v novych mikrodosti¢kovych jamkach (bod 3-5).

Falo$ne negativne alebo falo$ne pozitivne vysledky by mohli znamenat: kontaminaciu testovaného materiélu, alebo odchylky od
odporucanej techniky.

Falo$ne pozitivne vysledky st mozné v pripade, ak si trombocyty darcu/pacienta ABO inkompatibilné s testovacim sérom, ak st na
trombocytoch darcu naviazané IgG autoprotilatky, alebo je vel'mi nizka koncentracia trombocytov

(menej ako <0,5 x 108/mL). Ak chcete otestovat, & darcovské dosticky nesu autoprotildtky, mézete vykonat test s darcovskymi
dostickami + negativnou kontrolou, alebo s darcovskymi dostickami + darcovskym sérom.

V MASPAT positive control je mozny vyskyt falodne negativnych vysledkov, ked' v pouzitych trombocytoch chybaji antigény
HPA-1a a HPA-3a.

V pripade, Ze nie je optimalizovana rychlost a doba centrifugécie, je mozné znizenie adherencie trombocytov. Vysledkom mensieho
potiahnutia jamiek ako je optimalne, je neadekvatny priebeh testu so znizenim citlivosti, tak aj sily reakcie v kone¢nom vysledku testu.
Nedostatoéné premytie pred pridanim MASPAT anti-lgG reagenia a/alebo MASPAT Indicator Red Cells by mohlo zapri¢init falo$ne
negativne reakcie.

Pomalsia centrifugacia mikrodosticiek po pridani MASPAT Indicator Red Cells by mohla viest k falo$nej pozitivite reakcii vo vSetkych
testoch (vratane nagativnych kontrol). Falogne pozitivne reakcie by mohli byt aj vysledkom nespravne suspendovanych MASPAT
Indicator Red Cells .

Rychlejsia centrifugacia dosticiek po pridani MASPAT Indicator Red Cells by mohla zapri¢init falodne negativne vysledky vo vetkych
testoch (vratane pozitivnej kontroly).
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Sanquin zarucuje, Ze funkcné charakteristiky jej vyrobkov zodpovedaju popisu v pévodnom ndvode na pouZitie od vyrobcu. Je
nevyhnutné presne dodrzZiavat postupy, rozvrhnutie testov a odportcania ohladom ¢inidiel a vybavenia. Nadacia Sanquin sa zrieka
akejkolvek zodpovednosti v pripade akychkolvek odchylok od tychto postupov, rozvrhnuti a odpordéani.



