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Technika pevnej fázy na detekciu antitrombocytárnych protilátok 
 
Všeobecné informácie 
MASPAT kit (Monoclonal Antibody Solid-phase Platelet Antibody Test) obsahuje potiahnuté mikrodoštičky (12 stripov po 8. jamkách), 
MASPAT LISS, MASPAT anti-IgG, MASPAT positive control a MASPAT negative control.  
Maspat kit vyhovuje požiadavkam príslušných štandardov a odporúčaní. Jeho parametre sú uvedené v prepúšťacích dokumentoch, ktoré 
sú s produktom na vyžiadanie dodané. Princípom testu je technika pevnej fázy založená na reakcii antigén/protilátka. Vrstva (monolayer) 
trombocytov darcu sa imobilizuje centrifugáciou k povrchu jamiek mikrodočtičky potiahnutých pre trombocyty špecifickou myšou 
monoklonálnou protilátkou. V príslušných jamkách sa inkubuje sérum pacienta v roztoku s nízkou jónovou silou LISS (Low Ionic Strength 
Solution), čím sa sérové protilátky naviažú na imobilizovanú vrstvu trombocytov. Po inkubácii sa nenaviazané sérové komponenty 
odstránia premytím. Na trombocyty naviazané protilátky sa detekujú pridaním myšej monoklonálnej protilátky proti ľudskému IgG a 
ľudských IgG senzibilizovaných erytrocytov (MASPAT Indicator Red Cells ) s následnou centrifugáciou mikrodoštičky. V prípade 
pozitívnej reakcie sa protilátka proti ľudskému IgG a MASPAT Indicator Red Cells naviažu na IgG protilátky na vrstve trombocytov v 
jamkách. Pozitívna rekacia je charakterizovaná adherenciou MASPAT Indicator Red Cells na povrchu jamiek, pričom negatívna rekacia je 
tvorená malými terčíkami MASPAT Indicator Red Cells  v prostriedku jamky. Odporúča sa použiť s každou sériou vzoriek MASPAT 
positive control MASPAT negative control. 
 
Súčasti kitu:  
 
MASPAT Microplate (  K1366): mikrodoštičky s U dnom, ktoré obsahujú 12 stripov po 8. jamkách.Všetky jamky sú potiahnuté pre 
trombocyty špecifickou monoklonálnou protilátkou. Uchováva sa pri  
2–8°C. MASPAT mikrodoštička je vakuovo uzavretá v plastikovom vrecúšku s desikantom. Po vyňatí z vrecúška je možné mikrodoštičku 
používať 4 týždne, pokiaľ je uchovávaná pri 2–8°C. 
 
MASPAT LISS 10 mL (  K1362):roztok s nízkou jónovou silou. Uchovávanie pri 2–8°C. 
 
MASPAT positive control 1 mL (  K1363): obsahuje pre trombocyty špecifické monoklonálne protilátky. Uchovávanie pri 2–8°C. 
 
MASPAT negative control 1 mL (  K1364): neobsahuje žiadne pre trombocyty špecifické protilátky. Uchovávanie pri 2–8°C. 
 
MASPAT anti-IgG 6 mL (  K1361): myšia monoklonálna protilátka špecifická pre ľudské IgG (IgG1, IgG2, IgG3). Uchovávanie pri 2–
8°C. 
 
Upozornenie 
Kit je určený výhradne in vitro. Skladuje sa pri 2–8°C. Tečúce alebo inak poškodené fľaštičky sa nesmú použiť. Diagnostiká (neotvorené 
alebo otvorené) sa nesmú použiť po uplynutí času expirácie vyznačeného na etikete. Ako konzervačný prípravok sa používa 0,1% (w/v) 
azid sódny. 
Aj keď boly všetky produkty krvi diagnostikované na prítomnosť infekčnej choroby negatívne, nie je vždy celkom možné úplne vylúčiť 
prítomnosť infekčného agensu. Venujte pozornosť pri práci s každým obalom a jeho obsahom. Turbidita by mohla znamenať mikrobiálnu 
kontamináciu. Aby sa rozpoznalo poškodenie diagnostika, odporúča sa testovať ho ako súčasť laboratórneho programu kontroly kvality. 
Odstránenie odpadu po testovaní má byť v súlade s postupmi v danom laboratóriu. 
 
Odber a príprava vzoriek 
Vzorky sér sa získavajú zo zrážanlivej krvi centrifugáciou 15 minút pri 1500 rcf. Ak je testovanie odložené, vzorky sér sa uchovávajú pri 
menej ako <-18°C. 
V teste je možné použiť trombocytárny koncentrát (PC), alebo plazmu bohatú na trombocyty (PRP). Na prípravu PRP sa odoberá plná krv 
do EDTA a centrifúguje 10 minút pri 400 rcf. PRP frakciu je možné použiť priamo bez riedenia. 
 
Postup testu 
Požadovaný materiál (nedodávaný): 
- MASPAT Indicator Red Cells 0,3% (  K1139) senzibilizovaných erytrocytov v konzervačnom roztoku. 
- Viacejkanálová pipeta na 50, 100 a 150 L a umelohmotové špičky. 
- Pufrovaný izotonický roztok chloridu sódneho (PBS) a Tween 20. 
- Nádobka na multikanálovú pipetu. 
- Umelohmotové pipety. 
- Centrifúga na mikrodoštičky. 
- Termostat 37°C. 
- Trepačka na mikrodoštičky. 
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Všetky diagnostiká sa vytemperujú na izbovú teplotu (18–25°C) 
1. Z plastikového vrecúška sa vyberie mikrodoštička MASPAT s požadovaným počtom jamiek. Nepoužité jamky je možné uchovávať v 

plastikovom sáčku s desikantom. 
2. Pomocou umelohmotovej pipety sa do príslušných jamiek (na sérum pacienta, MASPAT positive control, MASPAT negative control) 

prenesie po 1 kvapke (50 L) PRP alebo PC darcu. MASPAT positive a MASPAT negative control sa odporúča vykonať pre každý 
strip po 8 jamiek.  

3. Mikrodoštička sa centrifúguje 5 minút pri 50 rcf, aby sa trombocyty naviazaly na povrch jamky mikrodoštičky  
( BEZ ROZBITIA!). 

4. Nenaviazané trombocty sa po dekantácii odstránia 3-násobným ručným premytím jamiek mikrodoštičky 150 L PBS/Tween 
0,005%. Premývací roztok sa pridá do jamiek pomocou viacejkanálovej pipety. PBS/Tween sa medzi premytím odstráni obrátením 
doštičky a vytrepaním. 

5. Do každej jamky sa pridajú 2 kvapky (100 L) MASPAT LISS. LISS má ružovú farbu. 
6. Do príslušných jamiek sa pridá 1 kvapka (50 L) MASPAT positive alebo negative control. 
7. Do zbývajúcich jamiek s trombocytárnym monolayerom darcu sa pridá 1 kvapka (50 L) pacientovho séra. 
8. Mikrodoštička sa pretrepe na trepačke 10 sekúnd pri 800 ot/min. (Sarstedt, TMP-2). Ružová farba LISS sa zmení na modrú. 
9. Mikrodoštička sa inkubuje 30 minút pri 37°C (počas inkubácie sa doštička prikryje fóliou). 
10. Jamky mikrodoštičky sa po dekantácii 5x ručne premyjú 150 L PBS/tween, pozri bod 4. 
11. Bezprostredne po premytí sa do každej jamky pridá 1 kvapka (50 L) MASPAT anti-IgG. 
12. Do každej jamky sa pridá 1 kvapka (50 L) MASPAT Indicator Red Cells. Obsah sa jemne pretrepe. 
13. Mikrodoštička sa centrifúguje pri 200 rcf 5 minút (BEZ ROZBITIA!) 
14. Výsledky reakcií sa vyhodnotia makroskopicky alebo automatickým readerom. 

* V prípade, že sa premýva pomocou automatu, odporúča sa previesť validáciu. 
 
Vyhodnotenie 
Pozotívne alebo slabo pozitívne reakcie (erytrocyty tvoria layer na dne jamky) indikujú prítomnosť trombocytárnych a/alebo HLA 
špecifických protilátok v sére. 
 

        
 pozitívne   slabo pozitívne  negatívne 
 
 
Na detekciu prípadných autoprotilátok naviazaných na trombocyty darcu sa prevádza MASPAT negative control. 
V prípade, že sa požaduje pacientova autokontrola, sérum pacienta sa testuje z jeho trombocytmi z jeho vzoriek krvi s EDTA. 
 
Zosilenie reaktivity trombocytov: zmrazenie doštičiek darcu (PC alebo PRP) na najmenej 30 minút (<- 18°C) zosilní ich reaktivitu. Po 
zmrazení sa môžu trombocyty uchovávať maximálne 8 týždňov. 
 
PC je možné nariediť sequestrínovým pufrom. 
Zloženie skladovaného seguestrínového pufru (10x koncentrovaného): 
- 0,175 M Na2HPO4.2H20 
- 0,089 M Na2EDTA.2 H20 (TriplexIII) 
- 1,54 NaCl 

rozpustiť v čistenej vode. 
pH: 6,8-7,0 
Seguestrínový pufor 10x koncentrovaný sa pred použitím nariedi 1:10 čistenou vodou. Uchováva sa pri izbovej teplote (18–25°C). 
Expirácia pufru je 1 rok, nariedeného roztoku 1 týždeň. 
 
Obmedzenie 
Premývací roztok sa musí pridávať pomaly, prudké premytie by mohlo odstrániť naviazené aj nenaviazané trombocyty. V prípade, že 
premytie bolo správne, povrch jamiek by mal opaleskovať. Nepravidelné „otvory“ v doštičkovom monolayery znamenajú nesprávne 
premytie. V tomto prípade sa musí vytvorenie monolayeru opakovať v nových mikrodoštičkových jamkách (bod 3–5). 
Falošne negatívne alebo falošne pozitívne výsledky by mohli znamenať: kontamináciu testovaného materiálu, alebo odchýlky od 
odporúčanej techniky. 
Falošne pozitívne výsledky sú možné v prípade, ak sú trombocyty darcu/pacienta ABO inkompatibilné s testovacím sérom, ak sú na 
trombocytoch darcu naviazané IgG autoprotilátky, alebo je veľmi nízka koncentrácia trombocytov  
(menej ako <0,5 x 108/mL). Ak chcete otestovať, či darcovské doštičky nesú autoprotilátky, môžete vykonať test s darcovskými 
doštičkami + negatívnou kontrolou, alebo s darcovskými doštičkami + darcovským sérom. 
V MASPAT positive control je možný výskyt falošne negatívnych výsledkov, keď v použitých trombocytoch chýbajú antigény  
HPA-1a a HPA-3a. 
V prípade, že nie je optimalizovaná rýchlosť a doba centrifugácie, je možné zníženie adherencie trombocytov. Výsledkom menšieho 
potiahnutia jamiek ako je optimálne, je neadekvátny priebeh testu so znížením citlivosti, tak aj sily reakcie v konečnom výsledku testu. 
Nedostatočné premytie pred pridaním MASPAT anti-IgG reagenia a/alebo MASPAT Indicator Red Cells by mohlo zapríčiniť falošne 
negatívne reakcie. 
Pomalšia centrifugácia mikrodoštičiek po pridaní MASPAT Indicator Red Cells by mohla viesť k falošnej pozitivite reakcií vo všetkých 
testoch (vrátane nagatívnych kontrol). Falošne pozitívne reakcie by mohli byť aj výsledkom nesprávne suspendovaných MASPAT 
Indicator Red Cells . 
Rýchlejšia centrifugácia doštičiek po pridaní MASPAT Indicator Red Cells by mohla zapríčiniť falošne negatívne výsledky vo všetkých 
testoch (vrátane pozitívnej kontroly). 
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Sanquin zaručuje, že funkčné charakteristiky jej výrobkov zodpovedajú popisu v pôvodnom návode na použitie od výrobcu. Je 
nevyhnutné presne dodržiavať postupy, rozvrhnutie testov a odporúčania ohľadom činidiel a vybavenia. Nadácia Sanquin sa zrieka 
akejkoľvek zodpovednosti v prípade akýchkoľvek odchýlok od týchto postupov, rozvrhnutí a odporúčaní. 
 
 
 


