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1.AMAC : Doku Tipleme Laboratuvarimizda uluslararasi kalite standartlarina ve etik kurallara uygun olarak,
bilimsel veriler 1siginda, glvenilir, kaliteli, verimli bir hizmet sunmaktir.
2.KAPSAM : Doku Tipleme Laboratuarlari ve islemleri kapsar.
3.KISALTMALAR :
HBYS :Hastane Bilgi Yonetim Sistemi
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit
DTL:Doku Tipleme Laboratuvari
LCM :Lenfosit Cross Match
PBS : Phosphate Buffer Saline
DTT : Dithiothretiol
NEQAS : National External Qualty Assesment Service
ACD : Acid Citrate Dextroz
4.TANIMLAR :
5.SORUMLULAR :
> Sorumlu Ogretim Uyesi
» Laboratuvar Teknikerleri
> Biyolog
6.FAALIYET AKISI :
6.1.CIHAZLARA iLiSKiN TEMiZLiK,BAKIM,ONARIM VE KALIBRASYON SURECLERINiIN TANIMLANMASI
¢ Laminair Flow Kabini her ¢alisma sonrasi %10 luk gamasir suyu ve sonrasinda % 70 lik ethanol ile

silinip temizlenir.

X3

%

Temizlik sonrasi Laminair Flow Kabininin uv lambasi agilir ve 1saat kadar agik birakir.

X3

%

Ez 1 DNA izolasyon cihazi izolasyonlar tamamlandiktan sonra %10 luk gamasir suyu ve sonrasinda

% 70 lik ethanol ile silinip temizlenir.

X3

%

Ez 1 DNA izolasyon cihazina yilda en az 1 defa yilklenici firma tarafindan cihaz bakimi yapilir ve

belgelenir.

X3

%

Kullanilan otomatik pipetler %10 luk camasir suyu ve sonrasinda % 70 lik ethanol ile silinip

temizlenir.

X3

%

Laboratuvarda kullanilan otomatik pipetlerin kalibrasyonlari yliklenici firmaya yilda en az bir kez
yaptirtlir,
*» Thermal Cycle cihazlarina yilda en az 1 defa yiklenici firma tarafindan cihaz bakimi yapilir ve

belgelenir.
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+» Luminex Flouro Analizor cihazi her analiz sonrasi cihazin programinin yonlendirme butonlariyla
% 70 lik isopropanol alkol ve distile su ile yikamalari yapilir ve cihaz kapatilir.
+» Luminex Flouro Analizor cihazina yilda en az 1 defa yiklenici firma tarafindan cihaz bakimi yapilir

ve belgelenir.

7
0.0

Kit ve kan Grlnlerinin muhafaza edildigi sogutucular saklama kosullari uygun sicaklik aralarina
uygunlugunun takibi icin glinde iki kez sicakliklari 6lcullip sicaklik takip formuna kaydedilir.
6.2.KULLANILACAK KiT VE KALIBRATORLERIN HAZIRLIGI VE KONTROLU
HLA doku tipleme kitleri SSO ve SSP yontemlerine gore ikiye ayrilir.SSP doku tipleme kitleri -20 C
de, SSO doku tipleme kitleri +2 C - +8C de muhafaza edilir.Kullanilan kit miktarlari calisma tarihine bagh
olarak kit stok takip formuna kaydedilir.PRA ve DSA kitleri de +2 C - +8C de muhafaza edilir.Kullanilan
kit miktarlari calisma tarihine bagli olarak kit stok takip formuna kaydedilir.
6.3.TEST KALIBRASYONLARININ iC VE DIS KALITEDEGERLENDIRME CALISMALARI
DTL laboratuvarinda yapilan testlere ait i¢ kalite kontrol degerlendimesi, kitlerin muhteviyatindaki
negatif ve pozitif kontrol serumlari ile yapilarak arsivlenir.Dis kalite kontrol degerlendirmeleri ise
yiklenici firma organizasyonu ile uluslararasi dis kalite kontrol laboratuvarlarina ( NEQAS, Balkan EPT
gibi) yaptirilir ve arsivlenir.
6.4.TESTLERIN CALISMA YONTEMLERI,SURECI VE SURELERI
SEROLOJIK CALISMALAR :
Lenfosit cross match testleri ¢alisma siiresi 4 saattir .Lenfosit cross-match ¢alismasinda dondriin
kandan veya dalaktan izole T-lenfosit hiicreleri ve B-lenfosit hiicreleri kullanilir.Alicidan da serum 6rnegi
kullanilir.

KANDAN T VE B LENFOSIT HUCRE iZOLASYONU :

X3

%

Hastadan 8 ml ACD li tipe veya EDTA’l tiipe kan alinir

X3

%

1500 rpm de 15 dk santrifij edilir.

X3

%

2/3 kan serumu atilir.( LCM de 2/3 liik serum bos bir polipropilen tiipe alinir)

X3

%

Daha sonra tipten 2 mlt buffy-coat toplanarak bos polipropilen tiipe konur. ( buffy-coat
serumla eritrosit fazlarinin arasindaki beyazimsi tabakadir)

++ Bos tUpe alinan numunenin Uzerine 5 mlt sitrath PBS solisyonu eklenir.(PBS, sollisyonlarin
hazirlanisi kisminda agiklanacaktir).

% Uzerine 50 ul lenfobeat eklenir. T lefositleri icin Class1, B lenfositleri icin ise Class2 lenfobeati
eklenir.(Lenfobeat hiicrelerin tutundugu sivi seklinde manyetik boncuktur) ve rotatorda 5 dk

cevrilir.
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«* Tup, magnete konur ve 1,5 dk tutulup siire sonunda slipernatant dokiilur.(Magnet, lenfosit
hicrelerinin ayrismasi icin kullanilan miknatisli yapiya sahip olan bir alettir)
«* TUp, magnetten ¢ikartilip Gzerine 7-8 mlt PBS eklenir ve 1 dk magnette tutulup supernatant
dokdlir. Bu islem ikikez tekrarlanir.
+* Bu islemler sonunda tipun duvarinda kahve telvesi gorintusinde lenfobeat goriiniir.Bu
lenfobeatte kendisine tutunmus olan hiicreler mevcuttur.
¢ Hucrelerin Gzerine 100 ul %5 lik Fetal Calf Serum+RPMI eklenir ve pipetajlanir.
+»+ Daha sonra bu hiicre stispansiyonundan bos bir teresaki plagina 1 ul pipetlenip tGzerine 5 ul
boya (Acridineorange/ Ethidiumbromide (AO/EB)) eklenip floresan mikroskopta hticrelerin
canliigi ve yogunluguna bakilir.
+» Bu islemden sonra istedigimiz hiicreleri izole etmis oluruz.

DALAKTAN T VE B LENFOSIT HUCRE iZOLASYONU :
+»* Mevcut dalaktan bistiri ile bir parca kesilip serum fizyolojik ile yikanir.
% Icinde 20 cc RPMI olan petri kabina alinarak bistiiri vasitasiyla hiicre sagimi yapilir.
% Islem sonunda petri icindeki RPMI pasteur pipeti yardimiyla partikiilleri almadan dikkatlice
cekilerek
10 cc lik edta li tipe alinir ve renk degisimine bakilir.RPMI in rengi sararirsa hiicreler 614 demektir.
¢ Renk sararmamissa RPMI bos bir polipropilen tiipe alinir.
+¢ Bos tlipe alinan numunenin Gzerine 5 mlt sitrath PBS sollisyonu eklenir.(PBS, sollisyonlarin
hazirlanigi
kisminda agiklanacaktir).
% Uzerine 50 ul lenfobeat eklenir. T lefositleri icin Class1, B lenfositleri icin ise Class2 lenfobeati
eklenir.
(Lenfobeat hiicrelerin tutundugu sivi seklinde manyetik boncuktur) ve rotatorda 5 dk gevrilir.
+»* Tup, magnete konur ve 1,5 dk tutulup stire sonunda slipernatant dokilur.(Magnet, lenfosit
hiicrelerinin
ayrismasi icin kullanilan miknatisli yapiya sahip olan bir alettir)
+» Tup, magnetten cikartilip Gizerine 7-8 mlt PBS eklenir ve 1 dk magnette tutulup supernatant
dokaldr. Bu islem ikikez tekrarlanir.
+» Bu islemler sonunda tlpin duvarinda kahve telvesi gériintisiinde lenfobeat gorintr.Bu
lenfobeatte kendisine tutunmus olan hiicreler mevcuttur.
+¢ Hucrelerin tizerine 100 ul %5 lik Fetal Calf Serum+RPMI eklenir ve pipetajlanir

+«+ Daha sonra bu hiicre siispansiyonundan bos bir teresaki plagina 1 ul pipetlenip tzerine 5 ul
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boya (Acridineorange/ Ethidiumbromide (AO/EB)) eklenip floresan mikroskopta htcrelerin
canhhg ve yogunluguna bakilir.
+»+ Buislemden sonra istedigimiz hiicreleri izole etmis oluruz.
LENFOSIT CROSS- MATCH (LCM) ANALIZi:
Kullanilan Materyaller:
*%2 lik FCS+RPMI1640 *Hasta serumu*Verici Plazmasi*Vericinin T ve B lenfosit hiicreleri Vericinin T
ve B lenfositleri izole edilir.

PLAK DUZENI:

a: T lenfosit kontrol ((1 ul %2 FCS+RPMI)+(vericinin T hiicrelerinden 1 ul))

a: B lenfosit kontrol ((1 ul %2 FCS+RPMI)+(vericinin B hiicrelerinden 1 ul))

a: T lenfosit otokontrol (1 ul vericinin plazmasi + vericinin T lenfositlerinden 1 ul)

a: B lenfosit otokontrol (1 ul vericinin plazmasi + vericinin B lenfositlerinden 1 ul)

a: TLCM (1 ul hasta serumu+ vericinin T lenfositlerinden 1 ul)

a: B LCM (1 ul hasta serumu+ vericinin B lenfositlerinden 1 ul)

. Parafinlenmis plaklara ekim yukardaki diizende oldugu gibi yapilir.
. 20 dakika oda isisinda inkibe edilir.

. Suire sonunda 5 ul kompleman ekilir 40 dakika inkiibe edilir.

A W R

. Stire sonunda 5 ul boya ekilir(AO/EB) 5-10 dakika inkiibe edilip mikroskopta okunur.

DTT li LENFOSIT CROSS-MATCH (LCM) ANALIZzi:

Kullanilan Materyaller:

* DTT soltisyonu(16 mg DTT(D,L- Dithiothreitol) + 10 ml PBS (Ph 7.4 olacak))* Cystine soliisyonu (16 mg
cystine + 10 ml PBS)* %20 lik FCS+ RPMI1640 (40 ul FCS+ 160 ul RPMI)* Hasta serumu®* Verici Plazmasi*

Vericinin T ve B lenosit hiicreleri Vericinin T ve B lenfositleri izole edilir ve DTT sollsyonuyla dilitie edilir.

PLAK DUZENi:

a: T lenfosit kontrol ((1 ul %20 FCS+RPMI)+(vericinin T hiicrelerinden 1 ul))

a: B lenfosit kontrol ((1 ul %20 FCS+RPMI)+(vericinin B hiicrelerinden 1 ul))

a: T lenfosit otokontrol (1 ul vericinin plazmasi + vericinin T lenfositlerinden 1 ul)

a: B lenfosit otokontrol (1 ul vericinin plazmasi + vericinin B lenfositlerinden 1 ul)

a: T LCM (1 ul hasta serumu+ vericinin T lenfositlerinden 1 ul)

a: B LCM (1 ul hasta serumu+ vericinin B lenfositlerinden 1 ul)




T.C DOKUMAN KODU DL.PR.04

NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESI YAYIN TARiHi 01.01.2016
TIP FAKULTESI HASTANESI REViZYON NO 02
DOKU TiPLEME LABORATUVARI TESTLERIN CALISMA  REVIiZYON TARIHi 01.01.2024
SURECINE YONELIK PROSEDUR SAYFA NO 5/11

1. Parafinlenmis plaklara ekim yukardaki diizende oldugu gibi yapilir.

2. Hiicre inkiibasyonu 37 derecede 30 dakika inkibe edilir.

3. Sure sonunda 1 ul cystine sollisyonu ekilir oda isisinda 5 dakika inkibe edilir.
4. Siire sonunda 5 ul komplement ekilir oda i1sisinda 60 dakika inkiibe edilir

5. Suire sonunda 5 ul boya ekilir(AO/EB) oda isisinda 5-10 dakika inkiibe edilip mikroskopta okunur.

KULLANILAN SOLUSYONLARIN HAZIRLANISI:

PBS Soliisyonu:

1 It hazirlamakigin 5 It hazirlamakigin
NaCl.....ccceeneeee. 3 < OO UPPPTPNt 40gr
(O I (01072~ 4 lgr
Na2HPO4......... 0.9280 v 4.6gr
KH2POA4........... 0.2 8N e, lgr

Bu maddeler 1 veya 5 litre distile su ile sulandirilir.
Not : 1 It PBS sollisyonu icine 6 gr sodyum sitrat konularak sitrath PBS sollisyonu hazirlanir.
Boya Soliisyonu (AO/EB) :
a)Stok Boya Soliisyonu (AO/EB) : 50mg Ethidium bromide + 15 mg Acridine orange karisimi 1 ml %95 lik
etanolde ¢oziiliir ve lizerine 49 ml distile su eklenir.Daha sonra bu karisim 50 adet ependorf tiiptine 1 ml
seklinde bollinup -20 C de saklanir.
b)Calisma Boya Soliisyonu : 1 ml stok boya soliisyonu 9 ml PBS ile karistirilarak sollisyon
hazirlanir.Plaklar ¢alisma soliisyonu ile boyanir.
MOLEKULER CALISMALAR:
Molekdiler calismalar icin gerekli materyal kandan izole edilen DNA dir.
KANDAN DNA iZOLASYONU:
EZ 1 otomatik DNA izolasyon cihazi vasitasiyla DNA izolasyonu yapilir
HLA TiPLENDIRME PROTOKOLU (SSP)
HLA-ABDR(SSP) ANALIZi:Testin calisma siiresi 3 saattir
«*» 2000 ul lik ependorf tiiptine 312 ul mastermiks konulur.(mastermiks hazir gelen bir kittir)
% Uzerine 505 ul dH20 ve 8,3 ul Taq Polimeraz enzimi eklenir ve vortekslenir.
« Bu karisimdan 96 numarali kuyuya 10ul konulur.(HLA-ABDR kiti 96 adet kuyudan
olusmaktadir.Bunlardan 96 numarali kuyu kontrol kuyusudur)

«+ Kalan karisima 202 ul DNA konulur vortekslenip, diger kuyulara 10 ar ul dagitilir.
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Daha sonra kuyular kendine 6zel seal(yapiskan bant)ile kapatilip iyice sikistirilir.

Sonra bu diizenek PCR cihazina konulup, uygun program segcilip, cihaz ¢alistirilir.

Daha sonra 2 gr agarose bir erlenmayere konulup,lzerine %5 lik TBE den 100 mlt eklenip,
mikrodalga firinda pisirilerek 6zel kalibina dokilir ve kalibin 96 kuyu olusturacak taraklari
yuvalarina yerlestirilir.Jelin donmasi beklenir.

Jel, jel elektroforezine yerlestirilip Gizerine seviyesini gececek sekilde %5 lik TBE eklenir.

PCR cihazindan gikarilan 96 kuyulu PCR Urin jele uygun sirada yiiklenir ve glic kaynagiyla 140
wat,40 amper, 20 dk yuratalir.

islemden sonra Jel tankindan cikarilarak transilminatére konur ve lambasi yakildiginda jelde
gorilen bant numaralari analiz kagidina yazilir ve Jel gériintiileme cihazinda fotografi ¢ekilerek
kayit altina alinir.

Bu bant numaralari kitin kitapgigindan veya run score programinda degerlendirilerek hastanin

HLA-ABDR molekiiler sonucu ortaya gikartilr.

HLA-DR(SSP) ANALIZi: Testin calisma siiresi 3 saattir.

X3

%

X3

%

X3

%

X3

%

500 ul lik ependorf tlipline 84 ul mastermiks konulur.(mastermiks hazir gelen bir kittir)

Uzerine 132,8 ul dH20 ve 2.2 ul Taq Polimeraz enzimi eklenir ve vortekslenir.

Bu karisimdan 24 numarali kuyuya 10 ul konulur.(HLA-DR kiti 24 adet kuyudan
olusmaktadir.Bunlardan 24 numarali kuyu kontrol kuyusudur)

Kalan karisima 54 ul DNA konulur vortekslenip, diger kuyulara 10 ar ul dagitilir.

Daha sonra kuyular kendine 6zel kapakgiklarla kapatilip iyice sikistirilir.

Sonra bu diizenek PCR cihazina konulup, uygun program segilip, cihaz galistirilir. (Cihazda bir
defada 4 adet HLA-DR ¢alismasi yapilabilir)

Daha sonra 2 gr agarose bir erlenmayere konulup,lizerine %5 lik TBE den 100 mit eklenip,
mikrodalga firinda pisirilerek 6zel kalbina dokilir ve kalibin 96 kuyu olusturacak taraklar
yuvalarina yerlestirilir.Jelin donmasi beklenir.

Jel, jel elektroforezine yerlestirilip lizerine seviyesini gececek sekilde TBE eklenir.

PCR cihazindan gikarilan PCR Urinleri jele uygun sirada yiklenir ve gli¢ kaynagiyla 140 w,40 A,
20 dk yaratalur.

islemden sonra jel tankindan cikarilarak transilminatére konur ve lambasi yakildiginda jelde
gorilen bant numaralari analiz kagidina yazilir ve Jel gérintileme cihazinda fotografi cekilerek
kayit altina alinir.

Bu bant numaralari kitin kitapgigindan veya run score programinda degerlendirilerek hastanin

HLA-DR molekdiler sonucu ortaya cikartilir.



T.C DOKUMAN KODU DL.PR.04

NECMETTIN ERBAKAN UNiVERSITESI YAYIN TARiHi 01.01.2016
TIP FAKULTESI HASTANESI REViZYON NO 02
DOKU TiPLEME LABORATUVARI TESTLERIN CALISMA  REVIiZYON TARIHi 01.01.2024
SURECINE YONELIK PROSEDUR SAYFA NO 7/11

HLA-ABC(SSP) ANALIZi: Testin calisma siiresi 3 saattir
«» 2000 ul lik ependorf tipine 312 ul mastermiks konulur.(mastermiks hazir gelen bir kittir)
% Uzerine 505 ul dH20 ve 8,3 ul Taq Polimeraz enzimi eklenir ve vortekslenir.
« Bu karisimdan 96 numarali kuyuya 10ul konulur.(HLA-ABDR kiti 96 adet kuyudan

olusmaktadir.Bunlardan 96 numarali kuyu kontrol kuyusudur)

R/
0’0

Kalan karigima 202 ul DNA konulur vortekslenip, diger kuyulara 10 ar ul dagitilir.

R/
0’0

Daha sonra kuyular kendine 6zel seal(yapiskan bant)ile kapatilip iyice sikistirilir.

K/
0’0

Sonra bu diizenek PCR cihazina konulup, uygun program segilip, cihaz galistirilir.

K/
0’0

Daha sonra 2 gr agarose bir erlenmayere konulup,lzerine %5 lik TBE den 100 mlt eklenip,
mikrodalga firinda pisirilerek 6zel kalibina dokilir ve kalibin 96 kuyu olusturacak taraklari
yuvalarina yerlestirilir.Jelin donmasi beklenir.
++ Jel, jel elektroforezine yerlestirilip lizerine seviyesini gececek sekilde %5 lik TBE eklenir.
+* PCR cihazindan g¢ikarilan 96 kuyulu PCR riini jele uygun sirada yuklenir ve gic kaynagiyla 140
wat,40 amper, 20 dk yirGtalar.

% Islemden sonra Jel tankindan gikarilarak transilminatére konur ve lambasi yakildiginda jelde
gorilen bant numaralari analiz kagidina yazilir ve Jel gériintiileme cihazinda fotografi cekilerek kayit
altina alinir.

+* Bu bant numaralari kitin kitapg¢igindan veya run score programinda degerlendirilerek hastanin
HLA-ABC molekiiler sonucu ortaya gikartilir.

SSP TESTLERINDE KULLANILAN SOLUSYONLARIN HAZIRLANISI:

TBE Sollsyonu: 100 ml TBE ¢0zeltisi tizerine 1900 mlt dH20 eklenerek % 5 lik sekilde hazirlanir.

HLA TiIiPLENDIRME PROTOKOLU (SSO): Testin calisma siiresi 4 saattir

7

% Her 6rnek icin yapilacak test sayisi kadar 0,2 ul lik PCR tipt kullanilir.

7
0.0

PCR tiliplerinin dibine 4 ul DNA pipetlenir

* Daha sonra her bir tip icin 6ul master Mix + 10 ul dH20+0,2 ul taq polymerase enzimi karisimi

.0

pipetlenir.

% Taplerin kapaklari kapatilarak thermal cyclere konur ve asagidaki programa goére calistirilir.

*,
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L dongi 12 dongu 28 dongl 1 dongl 1 dongi
5 Cde 3dk D5C de 15 sn B5C de 10 sn PC de 2 dk 4 Cde 60 dk
50C de 30 sn 3Cde 30sn
72Cde 30sn 2Cde 30sn
% PCRislemisonunda 5 ul PCR iirlinii alinarak costar plate ‘ pipetlenir
%Kit icinden Baed mix(Probe mix) isi blogunda 55 C de 7 dk isitilir.
¢ 15 sn Sonkator cihazinda sonike edildikten sonra 15 sn vortekslenir.
«+ 15 ul Baed mix(Probe mix) ilgili testin tiim kuyularina pipetlenir.
%+ Pipetleme sonunda platenin lzeri seal(yapiskan bant) ile kaplanir.
«» Asagidaki programla hibridizasyon i¢in thermal cyclere konur.
97 Cde 2dk 47 Cde 10dk 56 Cde 8dk 56 Cde 60 dk

* Hibridizasyonun 3. asamasinin son 5 dakikasinda her kuyu igin 170ul Dilution solution + 0,85 ul
Streptavidin karisimi hazirlanir.(Dilution solisyonu laboratuvara teslim alindiginda bir defaya

mahsuz 45 C de 5 dk isitilir ve oda sicakhiginda saklanir)

X3

%

Hibridizasyonun son asamasinda plate izerindeki seal kaldirilarak 170 ul streptavidin karisimi

kuyulara pipetlenir.

X3

%

Luminex-Life-Match cihazinda okunur.

X3

%

MATCH-IT DNA programinda analiz edilir.

PRA KLAS I / 1l TARAMA VE TANIMLAMA TESTLERI: Testin calisma siiresi 3 saattir

(Calismada millipore filtreli plate kullanihr)

300ul distile su, platenin kullanilacak bos kuyularina eklenerek kuyular islatilir.2-5 dakika sonra
vakumlanir.
Bu sirada tarama veya tanimlama kitlerine ait beadler 30 sn santrifiij edilir ve sonrasinda vortexlenir.
Her bir kuyuya sirasiyla asagidakiler eklenir.

» - 40 ul Wash Buffer

> -12,5 ul Serum Ornegi

> -5ul HLA 1/ Il Beads
Platenin Gzeri kapatilip karanlikta,oda isisinda 30 dk shaker de inkiibe edilir.
inkiibasyon sirasinda, konjugat + wash buffer (her bir kuyu icin 45 ul wash buffer + 5ul konjugat)

hazirlanir ve 8. basamaga kadar karanlikta saklanir.
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«+» Sire sonunda 100 ul wash buffer kuyulara girilir, karistirilir ve vakumlanir.
+» Kullanilan tiim kuyulara 250 ul yikama sollisyonu eklenir ve vakumlanir.(bu islem 3 kez tekrarlanir)
+» Daha 6nceden hazirlanan konjugattan 50 ul kullanilan tiim kuyulara eklenir.

+» Platenin Gzeri kapatilip karanlikta, oda isisinda 30 dk shaker de inkiibe edilir.

7
0.0

Suire sonunda 150ul yikama soliisyonu eklenir ve karistirilir.

7
0.0

Luminex-Life-Match cihazinda okunur.

7
0.0

MATCH-IT ANTIBODY programinda analiz edilir.

DONOR SPESIFiK ANTIKOR TESTi(DSA): Testin calisma siiresi 3 saattir.

1.Hasta sayisina gore uygun bir eppendorf tliipline yada 0,2 ml lik eppendorf tlipline asagidaki tabloya
gore bead- lizat slispansiyonu hazirlanir.Bu slispansiyonu hazirlarken hasta sayisina ilave olarak LCR
icin +1 testlik fazladan hazirlanir.1 test i¢in slispansiyon oran 8 ul lizat + 5ul bead gereklidir.Bead

eklenmeden 6nce 30 sn vortexlenir.

Kuyu 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Sayisi

Bead 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Miktari

Lizat 16 24 32 40 48 56 64 72 80 88 96 104 | 112 | 120 | 128
Miktari

2. Lizat ve beadleri karanlikta oda sicakliginda (20-24°C) 30 dakika (30’) inkiibasyona birakiniz. Her 5-
10 dakikada bir bead/lizat karisimini vorteksleyiniz yada inklibasyonu shaker lGzerinde yapiniz.
3.inkiibasyon sirasinda LCR yi hazirlayiniz.LCR yi 30 saniye vortexleyiniz.Dilue edilmis LCR’yi
hazirlamak igin kullanilan her kuyu basina 5ul LCR’yi 45ul Specimen Diluent’e ekleyiniz. Kullanilana
kadar oda isisnda karanlikta tutunuz.

4. Filtreli plagin kuyularini hazirlayiniz.Kuyulari 200 ul dH20 ile islatip 2-5 daika bekletip vakumlayiniz.
5.30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda hasta sayisina gore gerekli miktardaki Wash Bufferi Bead / Lizat
karisimina ekleyiniz.Karisimi 30 saniye vortexleyiniz.(Wash Buffer miktarini asagidaki tabloya giire

hazirlayiniz (Tablo +1 LCR gbz 6niinde bulundurularak olusturulmustur)

Kuyu
Sayisi 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Eklenecek

84 | 126 | 168 | 210 | 252 | 294 | 336 | 378 | 420 | 462 | 504 | 546 | 588 | 630 | 672
Wash
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Buffer
Miktari

6. Beat+Lizat+Wash buffer karisimini 55’er mikrolitre kuyulara paylastiriniz Filitreli plagin ilk
kuyusunu

LCR igin diger kuyulari ise hastalar icin ayarlayiniz.Kuyulara 100 ul Wash Buffer ekleyip
vakumlayiniz.
7.islem sonunda kuyulara 250 ul Wash Buffer ekleyip vakumlayiniz.Bu islemi 3 defa tekrarlayiniz.
8.Karanlikta bekleyen Dilue edilmis LCR yi uygun kuyuya (50ul) pipetleyiniz.
9.Hastalar icin ayrilmis kuyulara 38 ul Specimen Diluent pipetleyiniz.Uzerlerine 12 ul hasta
serumlarini pipetleyip plagin Uzerini yapiskan bantla kaplayiniz.Plagi shakere koyup 30 dakika
karanlkta inkiibe ediniz.
10.inkiibasyon sirasinda LCR kuyusu icin konsantre SA-PE ile hastalara ait kuyular icin konsantre
cojugate, wash buffer ile dilie edilir ve karanlikta saklanir.SA-PE ve Conjugate hazirlama orani

asagidaki tabloda belirtilmistir.

Kuyu

1 (2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15
Sayisl
SA-PE

5 (10 |15 |20 |25 |30 |35 |40 45 |50 |55 |60 |65 |70 |75
Conjugate
Wash

45 190 | 135|180 | 225 | 270 | 315 | 360 | 405 | 450 | 495 | 540 | 585 | 630 | 675
Buffer

11.30 dakikalk inkiibasyon sonrasinda dikkatli bir sekilde yapiskanli plastik kaplayiciyr plaktan
¢ikartiniz. Her kuyuya 100ul Wash Buffer ekleyiniz ,karistiriniz ve plagi aspire ediniz.

12. islem sonunda kuyulara 250 ul Wash Buffer ekleyip vakumlayiniz.Bu islemi 3 defa tekrarlayiniz.
13. Daha 6nceden hazirlanmis dilue edilmis SA-PE yi LCR iceren kuyulara 50ul ekleyiniz.

14. Daha o6nceden hazirlanmis dilue edilmis Conjugate i hasta serumlarini iceren kuyulara 50ul
ekleyiniz.

15. Plagin (zerini yapiskan bantla kaplayiniz.Plagi shakere koyup 30 dakika karanlikta inklibe ediniz.
16.30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda dikkatli bir sekilde yapiskanli plastik kaplayiciyr plaktan
cikartiniz. Her kuyuya 150ul Wash Buffer ekleyip karistiriniz.

17. Luminex-Life-Match cihazinda okunur.

18. Match-it antibody programinda analiz edilir.
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6.5.SONUCLARIN YORUMLANMASI , ONAYLANMASI VE RAPORLANMASI
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Analiz sonuglari laboratuar sorumlusu veya ilgili 6gretim Uyesi ile birlikte laboratuar analiz sorumlusu ile

birlikte yorumlanir ve HBYS den onaylanir.

Hastalara ve donorlere ait raporlar her bir analiz igin ayri ayri olarak raporlandirilir.Analiz sonuglari HBYS

ne girilmez.Word programinda yazilir ve elektronik ortamda arsivlenir.Raporlar sekreterlikten hastalarin

kendisine yada irinci derece yakinlarina verilir.

7.iLGiLi DOKUMANALAR:
» DL.FR.23 Doku Tipleme Sicaklik Takip Formu



