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Technika pevné faze pro detekci antitrombocytarnich protilatek

V3Seobecné informace

MASPAT kit (Monoclonal Antibody Solid-phase Platelet Antibody Test) obsahuje povletené microplate (12 stripl po 8 jamkéach),
MASPAT LISS, MASPAT anti-lgG, MASPAT positive control and MASPAT negative control. MASPAT kit splfiuje poZzadavky pfislusnych
standardd a doporudeni. Jeho parametry jsou uvedeny v propoustécich dokumentech, které jsou poskytnuty s produktem na vyzadani.
Principem testu je technika pevné féaze, které je zaloZzena na reakci antigen/protilatka. Vrstva (monolayer) trombocytd darce se imobilizuje
centrifugaci k povrchu jamek mikrodesti¢ky povlec¢enych pro trombocyty specifickou mysi monoklondlni protildtkou. V pfislusnych
jamkach se inkubuje sérum pacienta v roztoku s nizkou iontovou silou LISS (Low lonic Strength Solution), ¢imZ se sérové protilatky
navéazi na imobilizovanou vrstvu trombocytl. Po inkubaci se nenavazané sérové komponenty odstrani promytim. Na trombocyty
navéazané protilatky se detekuji pfidanim mys&i monoklonalni protilatky proti lidskému IgG a lidskych IgG senzibilizovanych erytrocytd
(MASPAT Indicator Red Cells) s naslednou centrifugaci mikrodesticky.

V pfipadé pozitivni reakce se protilatka proti lidskému IgG a MASPAT Indicator Red Cells navazi na IgG protilatky na vrstvé trombocytd v
jamkach. Pozitivni reakce je charakterizovany adherenci MASPAT Indicator Red Cells na povrch jamek, zatimco negativni reakce je
tvofena malymi teréiky MASPAT Indicator Red Cells uprostied jamky. Doporucuje se pouzit s kazdou sérii vzorkdi MASPAT positive
control and MASPAT negative control.

Soucasti kitu:

MASPAT Microplate ([REF] K1366): mikrodestigky s U dnem, které obsahuji 12 stripti po 8 jamkéch. VSechny jamky jsou povlegené pro
trombocyty specifickou monoklonalni protilatkou. Uchovavani pfi 2-8°C. MASPAT mikrodesti¢ka je vakuové uzaviena v plastikovém
sacku s desikantem. Po vyjmuti ze sa¢ku mize byt mikrodesti¢ka pouzivana po dobu az 4 tydn(, pokud je uchovavana pfi 2-8°C.

MASPAT LISS 10 mL ([REF] K1362): roztok o nizké iontové sile.
Uchovavani pfi 2-8°C.

MASPAT positive control 1 mL (REF] K1363): obsahuje pro trombocyty specifické monoklonaini protilatky. Uchovavani pfi 2-8°C.
MASPAT negative control 1 mL (REF] K1364): neobsahuje 24dné pro trombocyty specifické protilatky. Uchovavani pfi 2-8°C.

MASPAT anti-IgG 6 ml ([REF] K1361): mysi monoklonalini protildtka specificka pro lidské IgG (1gG1,
19G2, 1gG3). Uchovéavani pfi 2-8°C.

Upozornéni

Kit je uréen pouze pro pouziti in vitro. Skladuje se pfi 2-8°C. Tekouci nebo jinak poskozené lahvicky se nesmi pouzit. Diagnostika
(neoteviend nebo oteviend) se nesmi pouzivat po uplynuti exspiraéni doby, kterd je uvedena na etiketé lahvic¢ky. Jako konzervaéni
pfipravek se pouziva 0,1% (w/v) azid sodny.

Ackoliv v8echny krevni produkty byly testovany na infekéni onemocnéni s negativnim vysledkem nelze u diagnostika zcela vyloudit
pfitomnost infek&niho agens. Pozornost musi byt v&novana pfi uziti a nakladani s kazdym obalem a jeho obsahem. Turbidita mdze byt
znédmkou mikrobidlni kontaminace. Aby se rozpoznalo poskozeni diagnostika, doporucuje se testovat diagnostikum jako soucast
laboratorniho programu kontroly kvality s pouzitim pfislusnych kontrol. Odstranéni odpadu po provedeném testovani se provadi v souladu
s postupy dané laboratore.

Odbér a pfiprava vzorkl

Vzorky sér se ziskavaji ze srazlivé krve centrifugaci 15 minut pfi 1500 rcf. Jestlize je testovani sér odloZzeno, uchovavaji se pfi <-18°C.
V testu se miize pouzit trombocytarni koncentrat (PC) nebo plazma bohata na trombocyty (PRP). Pro pfipravu PRP se plna krev odebira
do EDTA a centrifuguje 10 minut p¥i 400 rcf. PRP frakce mize byt pouzita pfimo bez fedéni.

Postup testu

PoZadovany materidl (nedodavany):

- MASPAT Indicator Red Cells, 0,3% ([REF] K1139) senzibilizovanych erytrocytl v konzervaénim roztoku.
- Vicekanalové pipeta pro 50, 100 a 150 pL a umélohmotné Spicky

- Pufrovany izotonicky roztok chloridu sodného (PBS) a Tween 20

- Néadobka pro multikanélovou pipetu

- Umélohmotné pipety

- Centrifuga pro mikrodestic¢ky

- Termostat 37°C.

- Trepacka na mikrodesticky.



Vsechna diagnostika se vytemperuji na pokojovou teplotu (18-25°C).

1. Z plastikového sacku se vyjme mikrodesticka MASPAT s pozadovanym poc¢tem jamek. Nepouzité jamky se mohou
uchovévat v plastikovém sacku s desikantem.

2. Pomoci umélohmotné prenosové pipety se do pfislusnych jamek (pro sérum pacienta, MASPAT positive control, MASPAT negative
control) prenese po jedné kapce (50 pL) PRP nebo PC darce. Doporucuje se provést MASPAT positive control, MASPAT negative
control pro kazdy strip po 8 jamké&ch.

3. Mikrodesticka se centrifuguje 5 minut pfi 50 rcf, aby se trombocyty navéazaly k povrchu jamky mikrodesti¢ky
(bez brzdéni).

4. Nenavazané trombocyty se po dekantaci odstrani 3ndsobnym rué¢nim promytim jamek mikrodesticky 150 uL PBS/Tween 0,005 %.
Promyvaci roztok se pfidavéa do jamek pomoci vicekanalové pipety. PBS/Tween se mezi promytim odstrani obracenim destic¢ky a
vytiepanim.

5. Do kazdé jamky se pfidaji 2 kapky (100 uL) MASPAT LISS ma rGzovou barvu.

6. Do pfislusnych jamek se pfida 1 kapka (50 uL) MASPAT positive nebo negative control.

7. Do zbyvajicich jamek obsahujicich darcovsky trombocytarni monolayer se prida jedna kapka (50 pL) pacientova séra.

8. Mikrodesti¢ka se tfepe na tfepacce 10 sekund p¥i 800 ot/min. (Sarstedt, TMP-2). R{Zova barva LISS se zmé&ni na modrou.

9. Mikrodesticka se inkubuje 30 minut pfi 37°C (béhem inkubace se desticka prikryje folii).

10. Jamky mikrodesti¢ky se po dekantaci 5" rué¢né promyji 150 uL PBS/Tween jako v bodé 4.

11. Bezprostfedné po promyti se do kazdé jamky prida jedna kapka (50 puL) MASPAT anti-IgG.

12. Do kazdé jamky se prida jedna kapka (50 puL) MASPAT Indicator Red Cells. Obsah jamek se jemné protiepe.

13. Mikrodesti¢ka se centrifuguje pfi 200 rcf 5 minut (bez rozbiti).

14. Vysledky reakci se odeditaji makroskopicky nebo pomoci automatického readru.

*V pripadé, Ze se promyti provadi pomoci automatu, doporucuje se provést validaci promyvani.

Hodnoceni

Pozitivni nebo slabé pozitivni reakce (erytrocyty tvofi layer na dné jamky) indikuji pfitomnost trombocytérnich a/nebo HLA specifickych
protildtek v séru.

Negativni reakce (erytrocyty tvofi teréik na dné jamky) indikuji nepfitomnost trombocytarnich a/nebo HLA specifickych protilatek v séru.
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pozitivni slabé pozitivni negativni

Pro detekci pfipadnych autoprotildtek navdzanych na trombocyty darce se provadi MASPAT negative control
V pfipadé, Ze se pozaduje u pacienta autokontrola, sérum pacienta se testuje s jeho vlastnimi trombocyty ziskanymi ze vzorku krve s
EDTA.

Zesileni reaktivity trombocyt(: zmrazeni desti¢ek darce (PC nebo PRP) nejméné& na 30 minut (pfi <-18°C) zesili jejich reaktivitu. Po
zmrazeni Ize desti¢ky uchovéavat po dobu az 8 tydna.

PC se mdze nafedit sequestrinovym pufrem.

Slozeni skladovaného sequestrinového pufru (10x koncentrovaného):

- 0,175 M Naz2HPO4. 2H20

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

- 1,54 NaCl

rozpustit v ¢isténé vodeé.

pH: 6,8-7,0

Sequestrinovy pufr 10x koncentrovany se pred pouzitim naredi 1:10 ¢iSténou vodou. Uchovava se pfi pokojové teploté (18-25°C).
Exspirace u pufru je 1 rok, u nafedéného pracovniho roztoku 1 tyden.

Omezeni

Promyvaci roztok se musi pfiddvat pomalu, prudké promyti by mohlo odstranit jak navdzané tak nenavéazané trombocyty. V pfipadé, ze
promyti bylo provedeno spravné, povrch jamek by mél byt opalescentni. Nepravidené ,otvory” v desticCkovém monolayeru znamenaji, ze
promyti bylo nespravné. V tomto pripadé se musi vytvoreni layeru opakovat v novych mikrodestickovych jamkéch (bod. 3-5).

Fale$né negativni nebo fale$né pozitivni vysledky mohou byt zplsobeny kontaminaci testovaného materidlu nebo odchylkami od
doporucené techniky.

Fale$né pozitivni vysledky se mohou vyskytnout v pfipadé, kdy trombocyty darce/pacienta jsou ABO

inkompatibilni s testovanym sérem, jestlize jsou na trombocytech darce navazany IgG autoprotildtky nebo v pfipadé, Zze koncentrace
trombocytd je prili$ nizka (<0,5 x 108/mL). Pro zjisténi, zda krevni desti¢ky darce obsahuji protilatky, Ize provést test s destickami darce
+ negativni kontrolu nebo s destickami darce + sérum déarce.

U MASPAT positive control se mohou vyskytnout faledné negativni vysledky, pokud u pouzitych trombocytd chybi antigen HPA-1a HPA-
3a.

V pfipadé, Ze neni optimalizovéna rychlost a doba centrifugace, mdze dojit ke snizené adherenci trombocytd. Vysledkem mensiho
potazeni jamek nez je optimalni, je neadekvéatni pribéh testu se snizenim jak citlivosti, tak sily reakce v koneéném vysledku testu.
Nedostate¢né promyti pfed pfidanim MASPAT anti-lgG reagencie a/nebo MASPAT Indicator Red Cells mize zpUsobit fale$né negativni
reakce.

Pomalejsi centrifugace mikrodesti¢ek po pfidani MASPAT Indicator Red Cells mize vést k fale§né pozitivnim reakcim u vSech testl
(v€etné negativnich kontrol). FaleSné pozitivni reakce mohou byt také vysledkem nespravné suspendovanych MASPAT Indicator Red
Cells.

Rychlejsi centrifugace desti¢ek po pfidani MASPAT Indicator Red Cells mlze zplsobit fale§né negativni vysledky u vdech testd (véetné
pozitivni kontroly).

Reference
Lown, J.A., Ivey, J.G., Evaluation of a solid phase red cell adherence technique for platelet antibody screening. Department of
Haematology, Royal Perth Hospital, Western Australia. (Transfus. Med. 1991).



Sanquin zarucéuje, Ze funkéni charakteristiky jejich produktd budou takové, jaké jsou popsény v plvodnich ngvodech k pouZiti od
vyrobce. Je nezbytné presné dodrZovat postupy, rozvrZeni testd a doporuéeni k ¢inidldm a vybaveni. Nadace Sanquin se zfika veskeré
zodpovédnosti v piipadé jakychkoli odchylek od téchto postupd, rozvrzeni a doporudéeni.



