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1. Doku Tipleme Laboratuvari Tanimi

Hastanelerin en 6nemli birimlerinden olan laboratuvarlar hastalarin teshis, tedavi ve
takiplerinin yapilmasinda ¢ok biiyiik 6neme sahip birimlerdir.

Doku tipleme laboratuvarlari solid ve kok hiicre nakillerinin gergeklesmesinde hizmet
veren; test sonuglariin dogru, giivenilir ve zamaninda verilmesinde 7/24 hizmet vermekle
yiikiimlii laboratuvarlardir.

Hastanemiz Doku Tipleme Laboratuvarinda, solid organ ve kok hiicre nakli testlerinin
(Insan Doku Antijenleri (HLA; Human leukocyte Antigen) ile doku tipi uyumu, panel
reaktif antikor tarama ve tanimlama, donore spesifik antikorlarin belirlenmesi amaciyla
lenfosit ¢apraz uyum testleri) yani sira, HLA ile iliskili diger hastaliklar i¢cin de (Behget,
Ankilozon Spondilit, Romatoid Artrit, Diyabet) doku tipi incelemesi yapilmaktadir.

Misyonumuz: Ulusal ve uluslararasi kalite standartlarina ve belirlenen yonerge ve etik
kurallara uygun olarak isleyen, sonuglari dogru, giivenilir ve uluslararasi standartlarda
gegerliligi olan laboratuvar hizmeti sunmaktir.

Vizyonumuz: Giivenilir ve kaliteli laboratuvar hizmeti veren, solid organ ve kok hiicre
nakillerinin basarisina katki saglamayi amaglayan ve bu amaclar dogrultusunda bilimsel,
yenilik¢i, tercih edilen ve kabul gérmiis bir laboratuvar olmaktir.

Laboratuvarimizda;

Laboratuvar Sorumlusu

Laboratuvar Sorumlu Yardimcist  Dog¢.Dr. Filiz ALKAN BAYLAN 3338
Tetkik ve Analiz Sorumlusu Ogr. Gor. Bekir Mehmet KELLECI 3562
Biyolog Sefa AVDAGI 3562
Laboratuvar Teknisyeni Mehmet Serdar URAL 3562
Memur Murat KAPTANOGLU 3561

gorev yapmaktadir. Bu hazirlanan test rehberi ise, laboratuvar isleyisini basta klinisyenler
olmak tizere diger hastane calisanlariyla paylasmak, laboratuvar isleyisi konusunda
bilgilendirmek ve olabilecek aksakliklar1 gidermek amaciyla hazirlanmistir. Rehberde her
testin adiyla birlikte calisilan 6rnek tiirii, 6rnegin alindigi tiip, c¢alisilan metot, referans
degerler, calisma giinleri ve testlerin calisilma siireleri belirtilmistir. Test bilgileri
giincellendiginde, degisiklikler ilgili birimlere bildirilecektir. Daha giivenilir sonuglar ve
kaliteli hizmet verebilmemiz igin, test istemleri yapilirken hastayla ilgili bilgilerin, istem
yapan doktorun isminin, gonderen birimin, O6n tam1 kismindaki bilgilerin eksiksiz

doldurulmasi 6nemlidir.
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Bu test rehberinde Doku Tipleme Laboratuvarina ait tetkik istem formunda yer alan testler
ve bu testlerle ilgili ayrintili bilgilere yer verilmistir.
2. Doku Tipleme Laboratuvar: Istem Formunda Yer Alan Testler;

Bir insandan digerine organ aktarilmasi halinde aktarilan organin alicida reddedilmeden
kalmasi i¢in alic1 ve vericinin majér uyumluluk antijenlerinin birbirine uymasi ile immiin
tolerans saglanabilir.

Klasik olarak uygun dondr secimi ve transplantin prognozunun tayininde yardimci
olacak immiinolojik degerlendirmeler tice ayrilir:

1) Antijen tayini ve uyum (HLA Tiplemesi)

2) Serumda antikor arama

3) Cross-match
2.1. Molekiiler Doku Tipleme Testleri

Bir kisinin doku tipini olusturan HLA (Human Leukocyte Antigen) gen bdlgesi,
insanda 6. kromozomun kisa kolu tizerinde yer almakta olup, 3.6 megabazlik bu bolgede
224 gen lokusu saptanmis, bunlarin 128 tanesinin eksprese oldugu ve 51 tanesinin de
dogrudan immiin olaylarla iliskili oldugu bilinmektedir. Bu bolgedeki klasik Class I (HLA-
A, -B, -C) ve Class Il (HLA-DP, -DQ, -DR) HLA genleri peptit transportu ve antijen
prezantasyonu konusundaki fonksiyonlar1 ve gosterdikleri yiiksek polimorfizm nedeni ile
hakkinda en ¢ok bilgi sahibi oldugumuz gen lokuslaridir.
DNA temelli HLA tayinleri diger metotlara gore daha dogru ve hassastir. Merkezimizde
HLA tayini i¢in, sekansa spesifik primer (SSP), sekansa spesifik oligomer (SSO) ve real
time PCR tiplendirme metodu kullanilarak yapilan testler asagida listelenmistir.
HLA-A,B,DR Genotip Analizi (PCR-SSP, PCR-SSO diisiik ¢oziiniirliik)
HLA-C Genotip Analizi (PCR-SSO, diisiik ¢6ziiniirliik)
HLA-DQ Genotip Analizi (PCR-SSO, diisiik ¢6ziiniirliik)
HLA-B27 Genotip Analizi (Real-Time PCR)
HLA-B51 Genotip Analizi (Real-Time PCR)
2.2. Panel Reaktif Antikor Testleri

Serumda antikor taramasi ya da humoral sensitizasyon taramasi da diyebilecegimiz
panel reaktif antikor testleri ile hastada vericisine kars1 daha 6nceden olusmus anti-HLA
sitotoksik antikorlarin varligr aragtirilir. Bobrek nakillerinde graft sag kalimini etkileyen en
onemli faktorlerden biri olan bu antikorlar, red olmus nakiller, gebelik ve kan

transfiizyonlar1 nedeniyle olusabilmektedir. Anti-HLA antikorlar1 diye de adlandirilan bu
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antikorlar, bobrek naklinin hemen ardindan ¢ok hizli bagisiklik sistemi reaksiyonlarina yol
acip hasta yagsamimi tehdit edebilir. Bu durumu engellemek amaciyla bobrek nakilleri
Oncesi hasta serumunda doku grubu antijenlerine karsi antikorlar aranir. Panel reaktif
antikorlarin olusup olusmadigi, eger olusmussa hangi antijenlere karsi olustugu tespit
edilir. Panel reaktif antikor testinin sonucunun negatif olmasi nakil i¢in uygun oldugunun
gostergelerinden birisidir. Merkezimizde PRA tarama ve tanimlama testleri icin
fluoroanaliz yontemi kullanilmakta olup, yapilan testler asagida listelenmistir.
Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-1 tarama
Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-11 tarama
Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-1 tanimlama
Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-II tanimlama
2.3. Lenfosit Cross-Match Testleri
Cross-match testleri ile alicinin serumunda vericinin lenfositlerine karst HLA
antikorlarmin varligi arastirilmaktadir. Antikor mevcut ise, bu durum alicinin immiin
sistemini verici antijenlerine kars1 duyarlandirir ve greft etkin bir sekilde red edilir. Doku
tipleme laboratuvarlarinda, cross-match  testleri olarak, kompleman bagimli
mikrolenfositotoksisite ve akim sitometrik cross-match testleri kullanilmaktadir.
Laboratuvarimizda gergeklestirdigimiz cross-match testleri asagida listelenmistir.
Lenfosit Cross-Match (T ve B hiicre)
Lenfosit Cross-Match (T ve B hiicre, DTT’1i)
Lenfosit Cross-Match (Akim Sitometri Yontemi ile)
3. Test Istemi
Hastanemiz boliimlerine ait polikliniklerden ve hizmet alimi anlagsmasi yapilmis
hastanelerden ilgili poliklinik doktoru tarafindan, hastane otomasyon sisteminde yer alan
istem modiilii kullanilarak, tetkik adi veya tetkik kodu ile istem yapilir. Istem modiiliiniin
giris sayfasi agilarak testin kodu isaretlenerek girisi yapilir. Test girisi tamamlandiktan
sonra hastalar kan alma birimine yonlendirilir.
HLA doku antijenleri testleri i¢in T.C. Saglik Bakanligi Tirkiye Organ ve Doku Bilgi
Sisteminde hasta i¢in kayit agilmis olmalidir.
4. Numunelerin Alinmasi, Laboratuvara Transferi ve Kabulii
Istemi yapilan testlerin laboratuvar informasyon sistemine (MIA) kayd: yapildiktan
sonra, kan ornekleri alinir. Kan 6rnegi icin testlere gére uygun ornek tiipli se¢imi yapilir.

e Molekiiler doku tipleme testleri i¢in bir adet 2 ml EDTA’h tam kan,
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o Panel reaktif antikor testleri i¢in bir adet 5 ml jelli tiip kan,

e Her bir lenfosit cross-match testi i¢cin ayri olmak iizere aliciddan bir adet 5

ml jelli tiipe ve bir adet 2 ml EDTA’h tiipe; donorden ise ii¢c adet 2 ml

EDTA’h tiipe kan alinmahdir.

Segilen tiiplere hasta bilgilerini iceren barkot etiketleri yapistirilir ve kan alma

islemi gergeklestirilir. Kan alma iglemi tamamlanan hastalar test hakkinda bilgilendirilmek

icin doku tipleme laboratuvarina ydnlendirilebilir. Ilgili personel kan alma biriminde

toplanan &rnekleri Doku Tipleme Laboratuvar1 Ornek Kabul Birimine getirir. Servislerde

ise hastalarin 6rnekleri kendi birimlerinde alinir. Damar yolu ag¢ik hastalarda kan alma igin

hastanin diger kolu kullanilmalidir. Kan alma islemi hemsireler tarafindan gerceklestirilir.

Numune alma ve transfer talimati1 asagida detayl olarak agiklanmistir.

4.1. Numune Alinmasi

Numunenin dogru teknikle, yeterli miktarda alinarak giivenli bir sekilde laboratuvara

ulagmasini saglamak amaciyla asagidaki hususlara dikkat edilmelidir.

e Hasta bilgilerini iceren barkod numune alinacak tiiplerin tizerine dik olarak

yapistirilir.
e Eller yikanir ve her numune alimindan 6nce eldiven giyilir.
e Kayit masasinda belgeleri kontrol edilen hasta kan alma koltuguna oturur.

e Hastanin test kagidi incelenip, testler icin gerekli olan kosullar sorgulanir,

e Kan alma tiiplerine su sirayla kan almaya &zen gdsteriniz. Once katki maddesiz

kirmiz1 yada sar1 kapakli diiz tiiplere sonra sitrat igeren mavi kapakli koagiilasyon
tiiplerine sonra sira ile kirmizi yada sar1 kapakli jelli diiz tiipler, yesil kapakli
heparinli tiipler, mor kapakli, EDTA igeren, hemogram tiipleri ve gri kapakl
okzalat-fluoridli tiiplere kan alinmalidir.

Kan alinacak kol saglam yere dayandirilir.

Hastanin kolundaki damarlar incelenip, uygun damar bulunur,

Vene girilmeden once nabiz alinmalidir. Nabiz varsa ven degil arter oldugu
distintilmelidir

Dirsek biikiimiiniin biraz iizerine turnike takilir.

Venin yeterli derecede sistiginden emin olunur, bdlgeye daha fazla kan saglamak
icin hastanin yumrugunu birkag kez acip kapamasi saglanir.

%70’lik alkollii pamuk ile kan alinacak saha silinir ve kurumasi beklenir.
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Igne ile 15°°lik ac1 yapacak sekilde cilt altina girilir. Biraz deri altinda ilerledikten
sonra damara girilir.

Enjeksiyon pistonu yavag yavas c¢ekilerek kanin enjektére dolmasi beklenir.
Turnike agilir ve enjektor ignesi damardan ¢ikarlir.

Kuru pamuk ile kapatilarak bir iki dakika bask1 uygulanir.

Kanamanin olmadig1 durumlarda kateterin ¢ekildigi bolgeye kontaminasyondan
korunmak i¢in airstrip yapistirilir.

Enjektoriin ucundaki igne ¢ikartilir, kan tiipiin kenarindan sizacak sekilde dikkatlice
tiipiin i¢ine bosaltilir.

Hastadan alinan kan test istem formu ile birlikte laboratuvara teslim edilir.

Kan alma i¢in kullandiginiz igne uclar1 ve enjektor uglarini da sar1 renkli tibbi atik
kovasina atiniz.

Personel yaralanmalarinda Personel Yaralanmalar1 Takip Formu doldurulur.

S1vi veya kan almada vermede kullanilan bir damar ve setten 6rnek alinmamalidir.
Mecbur kalinirsa infiizyona 10-20 dakika ara verildikten sonra numune alinabilir.
Bu durumlarda diger kol tercih nedeni olmalidir.

Alman numuneler kan ise ayn1 giin ¢alisilmiyorsa +4 °C derecede buzdolabinda 1
gece bekletilebilir. Daha uzun siireler kalacaksa serumlar1 ayrilarak -20 °C

derecede dondurulup saklanir. Calisilacagi zaman ¢ozdiiriiliir.

Kan aldiktan sonra;

Antikoagiilanl tliplere kan aldiysaniz tiipleri nazik bir sekilde en az 5-6 defa alt iist
etmeyi unutmayin

Tiim tilipleri hastanin ismi veya kimlik numarasi, kan alinan saat ve tarih ve kan
alan kisinin bas harflerinin yazili oldugu barkotla etiketleyip, test istem formundaki
doldurulmasi gereken bilgileri kontrol edin.

Serumlar1 ayirmadan 6nce kirmizi ya da sar1 kapakl tiipleri tercihen dik pozisyonda
10-20 dakika siireyle (45 dakikay1 gegmemeli) pihtilagmaya birakin.

Tiipler sallanmamalidir. Kuvvetli bir karistirma kdpiirmeye ya da hemolize neden
olur. Serum tiipleri yetersiz veya gecikmis karistirilma, geciken pihtilasmaya neden
olur. Antikoagulant tiiplerdeki, yetersiz karigtirma islemi trombositlerin birikimine

neden olur ve pihtilasmaya ya da yanlis test sonuglarina sebep olur.

Kan 6rnegi alinamazsa;
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e Ignenin pozisyonunu degistirin, igne venin ¢ok uzagindan giris yaptiysa igne geri
¢ekilmeli,

e Igne venin ¢ok uzaginda degilse vene dogru ilerletilmelidir. Igne yarim tur
dondiirtilebilir.

e Bagka bir tiip deneyin, tiiplin vakumu kalmamis olabilir.

e Turnikeyi gevsetin. Cok siki uygulanmis bdylece kan akimimi durdurmus
olabilirsiniz.

e Vene sondaj yapmak (igneyi dik sokmak) hastada agriya yol agtig1 i¢in bu
hareketten kacinin. Cogu zaman ilk girilen bélgenin altinda bir yere girilmesi
Onerilir.

¢ Hig bir zaman iki defadan fazla giris yapmayin

Kan Vermeden Once Hastanin Uymasi zorunlu Oldugu Kurallar

e Kan vermeden once yarim saat kadar dinlenmelidir.

e Diizenli kullanilan ilaglar var ise kesilmeden 6nce doktora danigilmasi, kan verme
stirasinda istem formuna not diisiilmesi i¢in gorevliye bilgi verilmelidir.

Kan Ornekleri Verilmeden Once Dikkat Edilmesi Gereken Kurallar

Doku tipleme laboratuvarinda yapilan testlerin hi¢ biri 6n_hazirhk gerektiren

testler degildir. Ancak kan vermeden once dikkat edilmesi gereken bazi konular vardir.

Kronik bobrek yetmezligi hastalarinin PRA kontrollerinde ve Lenfosit ¢apraz uyum
testlerini yaptirmadan Once as1 olmalari, diyalize girme zamanlar1 (ayn1 giin kan
verilmemesi Onerilir), hastalarin gegirdikleri enfeksiyon hastaliklari, varsa daha onceki
nakil bilgileri, kan transfiizyonlar1 ve bayan hastalarin gecirdigi gebeliklerin bilinmesi bu

testlerin sonuglarinin analizinde 6nemlidir.
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4.1.1. Doku Tipleme Laboratuvar: I¢in Ornek Alim Tiipleri
Tiipler Icerik Etkisi Kullanildig: Testler
EDTA Ca’u baglayarak | HLA A,B,C,DR,
pihtilagmay1 HLA B27
engellemek HLA B51

CDC Cross Match
Flow Cross Match

\.\ y
\2

P1ht1 aktivator Piht1 olusumunu | PRA HLA Class | Tarama
ve jel separator hizlandirmak PRA HLA Class Il Tarama

\ PRA HLA Class | Spesifik

Q ’J_ Ag Tanimlama

ik PRA HLA Class Il Spesifik
f’;/

Ag Tanimlama

CDC Cross Match (Serolojik)

Flow Cross Match

4.1.2 Numune Kabul ve Red Kriterleri

a- Numunelerin test girisi ve numune kabuliiniin yanlis yapilmasi

b- Numune iizerine yanlis barkod yapistiriimasi

c- Okunmayan barkodlu 6rnekler

d-Yanlis 6rnek tiiptine alinmig 6rnekler

e- Yetersiz miktarda alinmis 6rnekler

f- Hasta bilgilerinin tam olmamasi

g- Vakumlu tiiplerde son kullanma tarihine dikkat!!!.

h- Son kullanma tarihi ge¢mis tiiplerle gonderilen drnekler.

1- Hemolizli kan 6rnekleri

J- Pihtil1 6rnekler

Molekiiler doku tipleme testleri i¢in gelen tiiplerin lizerinde barkodun yani sira

mutlaka hastaya ait ad ve soyad yazilmasi, eger kan ornegi dondre ait ise dondriin adi,

soyadi ve hasta yakinlik derecesi mutlaka belirtilmelidir.
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4.2. Numunelerin Laboratuvara Transferi

Alinan tiim kanlar kan alma biriminde ve oda sicakliginda biriktirilir. Bu odanin
oda sicakliginin 25 °C olup olmadig1 diizenli araliklar ile kontrol edilir.

Gorevli personel giin icerisinde saat 10.00, 14.00 ve 16.00 olmak iizere ii¢ defa “

299

Kan Alma Talimati’na gore alinmis 6rnekleri 6rnek tasima kabinda laboratuvarimiza imza
karsiliginda teslim etmektedir.

Bu transfer esnasinda personele ve ¢evreye bulasi 6nlemek i¢in tasima islemi azami
dikkat gostererek yapilir.

Transfer islemi esnasinda personel koruyucu eldiven giymelidir.

Numune kapaklarinin sikica kapandigindan emin olmalidir.

Numune kaplari tagima kabina devrilmelerini Onleyecek sekilde dikey olarak
yerlestirilmelidir.

Tasima kabu seri bir sekilde dogrudan laboratuvara ulastirilir.

Transfer esnasinda sert ve ani hareketlerden kacinilmali, numunelerin
calkalanmamasina dikkat edilmelidir

Tagima kaplarinin temizligine dikkat edilmelidir. Her aksam mesai bitiminde dnce
deterjanli su, ardindan %]1 lik camasir suyu ile temizlenir. Eger kap i¢ine biyolojik
materyal bulasmissa tizerine %10 luk camasir suyu ile 1slatilmig gazli bez, kagit havlu
vb.ile kapatilip 15 dk bekledikten sonra temizlenir.

Ilgili calisanlara drnek alimi ve transferi konusunda egitim verilmis olmalidir.

Ayrica kadavra dondr i¢in doku tipleme ve organ nakli adaylarina Lenfosit
Crossmatch testleri c¢alisilmaktadir. Kadavradan organ nakillerinde numuneler
bekletilmeden laboratuvara teslim edilmelidir.
4.3. Numunelerin Laboratuvara Kabulii

Ornekler ve test istem formlar1 laboratuvara gelince gorevli personel tarafindan
imza karsiliginda teslim alinir. Laboratuvar informasyon sisteminden yapilan test
isteklerine bakilarak drnek tiipiliniin uygunlugunu, 6rnek miktari, pihtilasma, 6rnek tiipiiniin
tizerindeki barkotta hasta bilgilerinin dogrulugu vb. kontrolii yapilir. Uygun 6rneklerin
laboratuvara kabul islemi yapilarak kabul zamani kayit altina alinir.

Ornekler test rehberinde belirtilen kabul ve ret kriterlerine gore kabul edilir.

Laboratuvar tarafindan reddedilen 6rnekler aylik olarak analiz edilmeleri i¢in kayit
altina alinir. Bu 6rnekler i¢in gerekli diizenleyici onleyici faaliyet baslatilir.

4.4. Numunelerin Cahisilma Zamam



DOKU TiPLEME

LABORATUVARI TEST REHBERI

Dokiiman Kodu

DL.RH.01

Yayin Tarihi 17.02.2016
Revizyon No 2
Revizyon Tarihi 05.09.2022
Sayfa No 11/26

PRA tarama ve tanimlama testleri i¢in calisilacak kan 6rnekleri hafta i¢i her giin
mesai saatleri (8:00-16:30) i¢inde kabul edilir. PRA i¢in jelli tiipte gonderilen kan
orneklerinden serum ayrilarak c¢alisma yapilir. PRA testleri acil durumlar disinda
biriktirilerek calisilir. Hemen c¢alisilmayacaksa serumlar -20 °C ‘de saklanir.

Cross-match testleri randevu sistemi ile sabah 8:00-9:00 saatleri arasinda kanlarin
alinmasi ve laboratuara kabul islemlerinin ardindan ¢alisilir. Cross-Match testleri i¢in test
taze kan ornekleri ile ayni giin ¢alisilir ve ayni giin sonuglandirilir. Cross-Match testinde
hastadan 1 adet biyokimya tiipine 10 ml, dondrden 3 adet EDTA’li tiipe 2’ser ml ve bir
adet biyokimya tiiptine 10 ml kan alinmalidir.

HLA Molekiiler Doku tipleme testleri icin calisilacak kan 6rnekleri hafta ici her
giin mesai saatleri (8:00-16:30) i¢inde kabul edilir. Doku tipleme testleri i¢in EDTA’I1
tiipte laboratuara gelen kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra hemen
calisilabilir ya da hemen calisilmayacaksa 1-2 giin +4 °C’de, daha uzun siire bekletilecekse

-20 °C’de muhafaza edilir.

Ornek tiirii ) Sonuc Numuneleri
Test Ad1 Tiip Yontem Ornek Verme Cahisma
Siiresi Siiresi
Hasta Donér
Molekiiler Tam Tam EDTA’I1 Molekiiler 2-8°C’de
Doku Tipleme Kan Kan Tiip saklanabilir. 15 giin i¢inde | 3-7 is giinii
Testleri
Panel Reaktif Jelli Tiip Serolojik -20°Cde
Antikor Serum saklanabilir. 30 giin iginde | 3-7 is giini
Testleri
Lenfosit Serum Jelli Tiip Kan numuneleri
Cross-Match Serolojik en kisa stirede 1 giin iginde 1 is giinii
Testleri Tam S EDTA’li “Iaborgtuva.ra.
Kan Kan Tiip gonderilmelidir!
5. Analiz

Molekiiler Doku Tipleme Testleri icin EDTA’I tiipte gelen Orneklerden oncelikle

genomik DNA izole edilir. Her testin kendi protokoliine gore PCR islemleri yapilir. Diger
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islemler tamamlandiktan sonra her test degerlendirmeye alinarak sonuglandirilir.
Molekiiler testlerde kitte bulunan kontroller dikkate alinir.

Panel Reaktif Antikor Testleri i¢in gelen kan 6rneklerinin serumlart ayrildiktan sonra her

test i¢in uygun kit kullanilarak flow cytometry (akim sitometri) cihazinda ¢alisma
gergeklestirilir ve sonuglar degerlendirilir.

Lenfosit Cross-Match testleri i¢cin EDTA’li ve biyokimya tiiplerinde gelen 6rneklerden

ayni giin ¢aligma yapilir.

Ayrica serolojik testlerde negatif ve pozitif olmak iizere en az iki kontrol 6rnegi
calisilir. Kadavradan organ transplantasyonlarinda kadavradan alinan numunelerin
caligildigr alan rutin ¢alismalarda kullanilan alanlardan ayri bir yerde olmalidir. Kadavra
calismalarinda ¢ift eldiven, farkli bir Onliikk kullanilmalidir. Gerek goriiliirse maske
takilmalidir. Caligilan alanin temizligi %10’luk ¢amasir suyu ile saglanmalidir. Kullanilan
malzemeler, kan ve doku 6rnekleri tibbi atik posetine konup agzi kapatilmalidir. Bu poset
tibbi atik kabina atilmalidir.

6. Sonu¢ Onaylanmasi ve Raporlama

Laboratuvar sorumlu / sorumlu yardimcisi tarafindan analiz siireci tamamlanmis
test sonuglar1 kontrol edilip degerlendirildikten sonra onaylanir. Sonug raporu laboratuvar
sorumlusu/laboratuvar sorumlu yardimcisi ve tetkik-analiz sorumlusu tarafindan
imzalanarak doktoruna iletilir. Sonug¢ ile beraber degerlendirilmesi gereken goriisler
agiklama kismina eklenir.

Onay1 tamamlanmis molekiiler doku tipleme testlerinden HLA-A,B,DR sonuglari
doktor veya ilgili hastaya ya da hastanin birinci dereceden yakinina imza karsiliginda zarf
icerisinde verilmekte olup ayrica Saglik Bakanligi sitesine bu sonuglar girilmektedir
(https://tods.saglik.gov.tr/Login.aspx). Diger molekiiler doku tipleme test sonuglari
degerlendirildikten sonra doktor ya da doktorun gorevlendirdigi personele yine imza
karsihiginda zarf icerisinde teslim edilmektedir. Lenfosit cross-match ve PRA testlerinin
sonuglart zarf igerisinde ilgili doktor veya hemsireye teslim edilmektedir. Bu testler
disindaki diger biitiin test sonuglar1 LIS e girilir ve onaylanir.

7. Laboratuvar testlerinin sonu¢ verme siireleri
- Molekiiler doku tipleme sonuglar1 en ge¢ 15 giin i¢inde verilmektedir.
- PRA Class | ve Class Il tarama ve tanimlama sonuglar1 en ge¢ 30 giin icinde

verilmektedir.
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- Cross-Match testleri laboratuvardan randevu alinarak aym giin ¢alisilmakta ve

giin i¢erisinde verilmektedir.

8. Analiz sonucunu etkileyen faktorler

Numunenin uygun olmayan sartlarda alinmasi ve gonderilmesi, hemolizli kan
ornekleri, pihtili kan 6rnekleri analiz sonucunu etkilemektedir. Bu nedenle bu tiir 6rnekler
kabul edilmemektedir.

9. Referans arahg

Molekiiler doku tipleme testleri tam kandan izole edilen genomik DNA ile PCR
islemi gergeklestirilir. Agaroz jel elektroforezinde goriilen bantlar hem manuel olarak hem
de bilgisayar program ile degerlendirilir.

Panel reaktif antikor testleri akim sitometri yontemiyle ¢alisilir. Sonuglar pozitif
veya negatif kontrollere gore degerlendirme yapilarak sonuglandirilir.

Cross-Match testi lenfositotoksisite yontemi ve Akim sitometri yontemiyle
calisilir. Mikroskopta ya da akim sitometre cihazinda negatif ve pozitif kontrollere gore
degerlendirme yapilarak sonuglandirilir

Akim sitometri yOntemiyle calisilan panel reaktif antikor tarama tanimlama
testlerinin referans araligi kullanilan negatif ve pozitif kontrollere gore belirlenir (negatif <
%5, pozitif > %5).

Akim sitometri yontemiyle ¢alisilan lenfosit cross-match testinin referans araligi bu
testte kullanilan negatif ve pozitif kontrollere gore belirlenir (negatif < %5, pozitif > %5).
10. Kalite Kontrol

Laboratuvarimiz kalite giivenirligi agisindan i¢ ve dis kalite kontrol programlarinca
kontrol edilmektedir. Laboratuvarimizda bulunan biitiin cihazlarin gerekli giinliik, aylik ve
yillik kontrol, kalibrasyon ve bakimlart yapilir, reaktifler belirli araliklarla giincellenir.
Testlere 0zgli kalibrator ve kontroller (negatif, pozitif, oto, vs..) test protokollerinde
belirtildigi sekilde her bir ¢alisma i¢in kullanilmaktadir. Elde edilen sonuglar kayit altina
alinmaktadir.

Doku tipleme laboratuvarimiz dis kalite kontrol degerlendirmesi igin Balkan
Eksternal Kalite Kontrol Programi (BEPT) iiyesidir ve diizenli olarak kalite kontrol
programlarina katilmaktadir. Gelen 6rnekler hasta gibi ¢alisilmakta ve elde edilen degerler
kurulusun internet web sayfas1 tizerinden gonderilmektedir. Aylik degerlendirme sonuglari

PDF formatinda mail olarak gelmektedir. Gelen sonuglara gore laboratuvarimizin
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performans degerlendirilmesi kayit altina alimip gerekli degerlendirmeler yapilmaktadir.
Sonug degerlendirme raporu hazirlanip dosyalanarak saklanir.
11.Doku Tipleme Laboratuvarinda Calisilan Test Protokolleri
11.1. Kandan DNA izolasyonu

Molekiiler doku tipleme testleri i¢cin yapilan DNA izolasyonu ticari kit kullanilarak
yapilmaktadir. Her hasta i¢cin 2 adet 1.5 ml eppendorf tiiplere hasta etiketlemesi ve
numaralandirilmasi yapildiktan sonra ilk tiipe 200 ul kan 6rnegi, 20 pl proteinaz K, 20 pl
RNAase-A ve 200 pl lizis soliisyonu eklenip, vorteks yapilir. 55° C’de 10 dk inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonras1 200 pl alkol eklenip, vorteks yapilir ve spin kolona transfer
edilir. Ik santrifiij 5000xg de 1 dk yapilir. Santrifiij sonrasi kolon degistirilir ve kitin
iceriginde bulunan tampon ¢6zeltisinden (Buffer I) spin kolona 500 pl eklenenerek 5000xg
de ikinci santrifiij yapilir. Ayni sekilde kolon degistirilir ve kitin igerigindeki ikinici bir
tampon ¢ozelti (Buffer II) ile ikinci yikama yapilir ve drnekler 16602xg de 3 dk santrifiyj
edilir. Izolasyon igin etiketlenen ikinci eppendorfa spin kolon transfer edilir. 100 pl
elusyon tamponu eklenerek 5000xg de 1dk santrifiij yapilir. Spin kolon atilirken,
eppendorftaki 6rnek, molekiiler doku tipleme testleri i¢in saklanir.
11.2. Molekiiler Doku Tipleme Testleri
11.2.1. HLA-ABDR SSP Yontemi

2000 pl lik ependorf tiiptine 1000 pl mastermiks konulur (Mastermiks kit i¢inde
hazir bulunur). 7 pul Taq Polimeraz enzimi eklenir ve vortekslenir. Bu karisimdan 1H nolu
numarali tiipe 10 pl konulur (HLA-ABDR kiti 96 kuyucuktan olusmaktadir ve bunlardan
1H numarali kuyucuk kontrol kuyusudur). Kalan karigima 125 pl érnek DNA konulur.
Vortekslendikten sonra, diger kuyulara 10 ar ul dagitilir. Daha sonra tiipler kendine 6zel
seal (yapiskan bant) ile kapatilip iyice sikistirilir. Sonra bu diizenek PCR cihazina konulup,
uygun program segilip, cihaz calistirilir. Daha sonra % 2’lik agaroz jel ¢ozeltisi hazirlanip
(1 gr agarose bir erlenmayere konulup, tizerine 1X Tris-borat EDTA (TBE) 50 ml eklenip,
mikrodalga firinda eritilir) 6zel tank kalibina dokiiliir ve kalibin 96 kuyu olusturacak
taraklar1 yuvalarina yerlestirilir. Jelin donmasi beklenir. Jel {izerine seviyesini gececek
sekilde 1X’lik TBE eklenir. PCR cihazindan ¢ikarilan 96 kuyulu PCR iirlinii jele uygun
sirada yiiklenir ve gii¢ kaynagiyla 110 volt, 50 miliamperde 7 dk vyiiriitiiliir. Islemden sonra
jel, tankindan ¢ikarilarak jel goriintiileme sistemine konur ve lambasi yakildiginda jelde

goriilen bant numaralar1 analiz kagidina yazilir. Bu bant numaralar kitin kitap¢iginda ve
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Ready-Gene® programinda degerlendirilerek hastanin HLA-ABDR doku grubu sonuglari

raporlanir.
11.2.2. HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ SSO Yoéntemi
Calisma 4 asamadan olugmaktadir;
I. PCR
Il. Hibridizasyon

1. Luminex100 IS cihazinda okutulmasi

IVV. Match-IT DNA programinda datalarin degerlendirilmesi
I1-PCR

Her antijen ayr1 PCR tiipiinde ¢alisilacagindan bir hasta i¢in (A, B ve DR) 3 ayr1

tiip hazirlanir.

Tam kandan izole edilen, 5 — 20ng araligindaki genomik DNA’dan her tiipe 4ul

birakilir.

Kit igerisinden ¢ikan her grup i¢in ayr1 olan mixlerden ve her tiipe 10ul birakilir.

Yine her tiip i¢in 6ul su eklenir

Her tiip i¢in 0.2ul Taq Polimeraz enzimi eklenerek Thermal-Cycler cihazinda SSO

PCR 2 programu segilerek 1 saat 15 dakikalik reaksiyon baglatilir.
e 4ul DNA + 6ul su + 10ul mix + 0.2ul Taq = 20ul (Toplam Hacim)
|1 - HIBRIDIZASYON

PCR sonrasi olusan iiriinden 5’er ul alimarak Luminex Platelerine birakilir. Her

antijen grubu icin ayr1 olan problerdan 15ul iizerine eklerek kisa pipetaj yapilir.

e Probler eklenmeden 6nce 1sitic1 blokda 7dk 56 C’de bekletilip sonrasinda 15sn

vortexlenir.
Uzeri sale ile kapatilan plate, Thermal Cycler cihazinda 20dk SSO Hibridizasyon
programina birakilir.
Program bitiminde 56 C’de sonsuz bekletmeye alindig1 anda Streptavidin boyasi
eklenir
e Streptavidin hazirlanigi = 170ul Dilition Solusyonu + 0.85ul Streptavidin
(Kuyucuk basina)

Streptavidin eklendikten sonra 10sn daha 56C’de bekletilip cihazda okutmaya gecilir.

e Boya, 56C’de Thermal-Cycler iizerinde eklenir, seri olmaya dikkat edilir ve

eklemeler sirasinda 170ul’lik mix kuyucuklara hizli bir sekilde birakilir.
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111 - LUMINEX100 IS CIHAZINDA OKUTMA

Cihaz acildiginda sirast ile Warm Up (cihaz kendi yapmaktadir), Prime, Alkol
(Camasir Suyu), Alkol (Alkol) ve Su ile yikama (3 kerre) agilis yikalamalar1 yapilir
Hasta listesinin taslagi Match IT programinda hazirlanarak Luminex100 IS Software
programina ¢ekilir ve okuma baglangici verilir.

Okuma sirasinda CON, proble baglanma bolgeleri ve probe miktarlari kontrol edilerek
okuma takip edilir.
IV- MATCH IT DNA PROGRAMINDA DATALARIN DEGERLENDIRILMESI

Yiirtitme sonrasi olusan datalar Match IT programina ¢agrilarak datanin
degerlendirmesi yapilir.
Degerlendirme esnasinda; CON degerleri, probe baglanma grafikleri ve Allel

numaralandirmadaki eslestirmeler kontrol edilerek sonug verilir.

11.2.4. HLA-B27

Calisma, Diagen marka Ankylosing Spondylitis HLA-B*27 Real Time Kkiti ile
yapilir. Kit igerisinde Mix-A (Mavi Kapak), Mix-B (Kahverengi Kapak), Pozitif Kontrol
ve Niikleaz icermeyen su bulunmaktadir. Her bir 6rnek tek tiipte ¢alisilir. 1 hasta i¢in optik
kapak PCR tiipiine, 10ul Mix — A + 3,5ul Mix — B + 3,5ul Niikleaz icermeyen su + 3ul
DNA o6rnegi eklenerek reaksiyon hazirlanir. Esco Swift Spectrum 48 cihazma gerekli
etiketlemeler tiipiin kenarina yapilarak yerlestirilir ve kit icerisinden ¢ikan uygun PCR
Programu girilerek reaksiyon baslatilir. 1 saat 35 dakika siiren program bitimiyle kontrol

egrisi olan HEX ile allel egrisi olan FAM kontrol edilerek analiz edilir ve sonug verilir.

11.2.5. HLA-B51

Calisma, SNP marka HLA — B*51 Real Time Kiti ile yapilir. Kit igerisinde HLA —
B*51 Miks-1, HLA — B*51 Miks-2, Pozitif Kontrol DNA ve Negatif Kontrol DNA
bulunmaktadir. Her bir 6rnek iki tiipte ¢alisilir. 1 hasta i¢in 2 PCR tiipiline ayr1 ayr1 Miks-1
ve Miks-2’den 20’ser ul konur. Uzerlerine 5’ser ul hasta DNA’s1 eklenerek reaksiyon
hazirlanir. Esco Swift Spectrum 48 cihazina gerekli etiketlemeler tiipiin kenarina yapilarak

yerlestirilir ve kit i¢erisinden ¢ikan uygun PCR Programu girilerek reaksiyon baglatilir. 1
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saat 35 dakika siiren program bitimiyle kontrol egrisi olan HEX ile allel egrisi olan FAM

kontrol edilerek analiz edilir ve sonug verilir.

11.3. Panel Reaktif Antikor Tarama Testi (Fluoroanalyzer Yontemi)

Kullanilacak bos kuyulara 300ul distile su eklenerek kuyular islatilir. 2-5 dakika
sonra vakumlanir. Bu sirada boncuklar 30 saniye vorteks edilir ve sonrasinda cok kisa
santrifiij edilir. Her bir kuyuya sirasiyla 40 pl wash buffer, 12.5 pl serum 6rnegi ve 5 ul
HLA VII boncuklar1 eklenir. Plate’in tizeri kapatilir ve 1siktan uzak tutulur. Oda 1sisinda,
yatay calkalayicida 125 rpmde 30 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sirasinda 45 ul
wash buffer + 5 ul konsantre konjugat olacak sekilde calisma konjugati hazirlanir,
kullanilincaya kadar karanlhkta bekletilir. ilk inkiibasyondan sonra kullanilan tiim
kuyulara, 100ul. Wash Buffer eklenir, karistirilir ve aspire edilir. Bu islemden sonra
kullanilan tim kuyulara, 250ul. Wash Buffer eklenir, aspire edilir ve bu isle 3 kez
tekrarlanir. Ugiincii yikamadan sonra hazirlanan konjugattan 50 pl kullanilan tiim kuyulara
eklenir. Plate’in iizeri kapatilir ve 1siktan uzak tutulur. Oda 1sisinda, yatay calkalayicida
125 rpmde 30 dakika ikinci inkiibasyon birakilir. Inkiibasyon sonunda kuyulara 150ul.
Wash Buffer eklenir ve karistirtlir. Luminex / Life-Match cihazinda okunur. MatchIT
programinda analiz edilir.

11.4. Panel Reaktif Antikor Tanimlama Testi (Fluoroanalyzer Yontemi)

Kullanilacak bos kuyulara 300ul distile su eklenerek kuyular islatilir. 2-5 dakika
sonra vakumlanir. Bu sirada boncuklar 30 saniye vorteks edilir ve sonrasinda cok kisa
santrifiij edilir. Her bir kuyuya sirasiyla 40 pl wash buffer, 12.5 pl serum 6rnegi ve 5 ul
HLA | veya HLA II boncuklar eklenir. Plate’in tizeri kapatilir ve 1g1ktan uzak tutulur. Oda
isisinda, yatay calkalayicida 125 rpmde 30 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon
sirasinda 45 pl wash buffer + 5 pl konsantre konjugat olacak sekilde ¢alisma konjugati
hazirlanir, kullamlincaya kadar karanlikta bekletilir. Ik inkiibasyondan sonra kullanilan
tim kuyulara, 100ul. Wash Buffer eklenir, karistirilir ve aspire edilir. Bu islemden sonra
kullanilan tim kuyulara, 250ul. Wash Buffer eklenir, aspire edilir ve bu isle 3 kez
tekrarlanir. Ugiincii yikamadan sonra hazirlanan konjugattan 50 ul kullanilan tiim kuyulara
eklenir. Plate’in {izeri kapatilir ve 1g1ktan uzak tutulur. Oda 1sisinda, yatay c¢alkalayicida
125 rpmde 30 dakika ikinci inkiibasyon birakilir. inkiibasyon sonunda kuyulara 150ul.
Wash Buffer eklenir ve karistirtlir. Luminex / Life-Match cihazinda okunur. MatchIT

programinda analiz edilir.
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11.5. CDC-LCM Testi

Lenfosit cross-match testi alicinin serumunda vericinin HLA antijenlerine karsi

antikor varligimi arastirmak i¢in yapilir. Kompleman bagimli lenfosit cross match (CDC-

LCM) testinde terasaki plagindaki kuyucuklarda alicinin serumu ile vericinin lenfositleri

birlikte inkiibe edilir. Ortama tavsan komplemani eklenir. Eger serumda HLA antijenlerine

kars1 antikor varsa antikor—antijen birlesmesi sonucu kompleman aktive olur. Lenfositler

Olir, pozitif sonuc¢ goriiliir. Aksi halde lenfositler canli kalir ve negatif sonug goriliir.

CDC-LCM testi, doku tiplendirme laboratuvarlarinda her nakil dncesinde uygun solid

organ alicisini segmek i¢in ¢alisilmaktadir.
Mikrolenfositotoksisite Teknigi
l. Reaktiflerin Hazirlanisi
Lenfositleri yikamak i¢in PBS+Sitratli PBS kullanilir
ePBS 8,1 gr NaCl
0,157gr NaH2PO4XH20

1,98 gr Na2HPO4X12H20 11t distile suda ¢oziiliir. pH 7,2 ye ayarlanir

o Sitratlt PBS 8,1 gr NaCl
0,157gr NaH2PO4XH20

1,98 gr NazHPO4X12H20 11t distile suda ¢oziiliir. pH 7,2 ye ayarlanir

6 gr sodyum sitrat eklenir.

e Class | —II Boncuklari; Kullanima hazir. 2-8 °C de saklanmaktadir.

0 %5’lik FCS: 1ml RPMI 1640 medyumu fizerine 50 mikrolitre FCS (fetal calf serum)

eklenir.

eDTT (Sigma D-0632, MW:154.2): 1.6 mg DTT 1 ml PBS iginde ¢oziindiirtiliir (0.01 M).

Hazirlandiktan sonra porsiyonlara ayrilir ve -20 °C’de saklanir.

e L -Cystine (Sigma C-8755, MW: 240.3): 16 mg cystine 10 ml PBS i¢inde ¢6ziindiiriiliir ve

+4 C’de saklanir. Kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirilir. Cystine tam olarak ¢dziinmez,

bunun i¢in her kullanimdan 6nce mutlaka iyice karigtirilir.
1. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi
Ornek Tipi Hastadan 1 tane diiz biyokimya tiipii
Vericiden 2 tane EDTA’l1 tam kan alinir.
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Kandan T ve B hiicre izolasyonu + Crossmatch prosediirii

Hasta ve vericiden alinan EDTA’li kan 6rnekleri 15 dakika 2500 rpm de santrifiij
edilir. Vericiden B ve T lenfositleri izole edilecegi i¢in iki ayri tiip hazirlanir. Santrifiij
sonrasi iistte kalan plazma kismi ayrilir. Olusan buffy —coat tabakasindan pastor pipeti ile 2
ml alinir. Tiiplere konur. Uzerine 2 ml sitratli PBS eklenir. T LENFOSIT tiipiine 50 pl
Class I boncuklari, B LENFOSIT tiipiine 70 ul Class II boncuklar1 konur. 5 dakika
karistiricida kanistirilir. Tiipler 3 dakika manyetik rackta bekletilir. Tipler rackta iken
kanlar bosaltilir, racktan alinarak {izerine 2 ml sitratlt PBS eklenir, nazikg¢e alt-iist edilir. 1
dakika manyetik rackta bekletilir. Bu yikama islemi 2 kere sitratli PBS + 3 kere PBS ile
yapilir. Son yikama dokiilmeden pastoér pipetiyle cekilir. Lenfositlerin {izerine 100
mikrolitre RPMI-1640 (%5 lik FCS’li) eklenir ve resiispanse edilir. Bos bir plaga elde
ettigimiz B ve T lenfositleri 1’er mikrolitre pipetlenir. Uzerine 1 damla akridin orange
boyast damlatilir. Parafin kapl plaklar hazirlanir.

Terasaki plaginin

1. sirasina Negatif Kontrol (RPMI-1640 (%S5 lik FCS’1i ) + Verici B lenfosit)
2. sirasma Pozitif Kontrol Serum + Verici B lenfosit

3.swrasma  Verici B lenfosit + Hasta serumu

4.sirasma  Verici B lenfosit + Hasta serumu

5.swrasmma  Hasta B lenfosit + Hasta serumu

6. sirasina Negatif Kontrol (RPMI-1640 (%S5 lik FCS’1i ) + Verici T lenfosit
7.swrasma  Pozitif Kontrol Serum + Verici T lenfosit

8.swrasmna  Verici T lenfosit + Hasta serumu

9.swrasma  Verici T lenfosit + Hasta serumu

10. sirasina HastaT lenfosit + Hasta serumu eklenir.

Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 20 dakika inkiibasyona birakilir. 20 dakikanin
sonunda her kuyucuga 5 mikrolitre kompleman ekilir. 40 dk. inkiibasyondan sonra 5
mikrolitre boya (EtBr-Akridin oranj) eklenir. Mikroskopta degerlendirilir.

Lenfositler yesil renkli ise canli (negatif)
Lenfositler kirmizi renkli ise 6l (pozitif) olarak kabul edilir.
Oliim oranina gore % pozitif verilerek rapor edilir.
I11.  Dalaktan T ve B lenfosit hiicre izolasyonu + crossmatch prosediirii
Dalaktan bistiiri ile bir parga kesilip serum fizyolojik ile yikanir. iginde 20 ml

RPMI olan petri kabina alinarak bistiiri vasitasiyla hiicre sagimi yapilir. Islem sonunda
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petri icindeki RPMI pasteur pipeti yardimiyla partikiilleri almadan dikkatlice ¢ekilerek 10
ml’lik EDTA’l tiipe alinir ve renk degisimine bakilir. RPMI’ 1n rengi sararirsa hiicreler 6lii
demektir. Renk sararmamigsa RPMI bos bir polipropilen tiipe alinir. Bos tiipe alinan
numunenin {izerine 5 ml sitratl PBS soliisyonu eklenir. Uzerine 50 ul T lenfositleri igin
Class I izolasyon boncugu, B lenfositleri i¢in ise Class II izolasyon boncugu eklenir ve 5
dakika kanistiricida karigtirilir. Tipler, 1,5 dk manyetik rackta (magnet) tutulup siire
sonunda siipernatant dokiiliir. Tiipler, magnetten ¢ikartilip iizerine 7-8 ml PBS eklenir ve 1
dk magnette tutulup supernatant dokiiliir. Bu islem iki kez tekrarlanir. Bu islemler sonunda
tiipiin duvarinda kahve telvesi goriintiisiinde izolasyon boncuklari goriiniir. Bu boncuklarda
kendisine tutunmus olan hiicreler mevcuttur. Hiicrelerin tizerine 100 pl %S5 lik Fetal Calf
Serum + RPMI eklenir ve resiispanse edilir. Daha sonra bu hiicre siispansiyonundan bos bir
teresaki plagma 1 pl pipetlenip lizerine 5 pl boya (Acridineorange/ Ethidiumbromide
(AO/EB)) eklenip floresan mikroskopta hiicrelerin canlilig1r ve yogunluguna bakilir. Bu
islemden sonra istedigimiz hiicreleri izole etmis oluruz. Elde edilen hiicrelere cross-match
prosediirii uygulanabilir.
11.6. DTT’li Mikrolenfositotoksisite Teknigi

IgM’1 inaktive eden DTT ile yikanan donoér hiicreleri, alici serumu ile kargilastirilir.
Major cross-match (+), DTT’li cross-match (-) ise test hastada IgM HLA antikorlarinin
varligini gosterir.
Prosediir

Son hiicre yikanmasindan sonra ortama konan ve RPMI (%5 FCS’li) igeren tiip
magnete konularak 1 dk. bekletilir. Bir pastor pipeti ile tiipiin dibine kadar inilerek tiip
icerisindeki siv1 ¢ekilir ve uzaklastirilir. Tiip magnetten alinarak igerisine 100 mikrolitre
(hiicre konsantrasyonuna goére) DTT konur ve pipetaj yapilarak homojen hale getirilir.
Hiicreler normal Cross-Match prosediiriinde oldugu gibi Terasaki plaklarina ekilir. 37
°C’de ve nemli ortamda 30 dk. inkiibe edilir. Inkiibasyonun bitimine 5 dk. kala
kuyucuklara 1’er mikrolitre sistin eklenir. 5 dk. oda sicakliginda bekletilir. Bu siire
sonunda kuyucuklara 5’er mikrolitre kompleman eklenir. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilir. Her bir kuyucuga 5’er mikrolitre EtBr/AO boya karisimi konularak mikroskopta
degerlendirilir.

Lenfositler yesil renkli ise canli (negatif)
Lenfositler kirmizi renkli ise 6lii (pozitif) olarak kabul edilir.

Oliim oranina gore % pozitif verilerek rapor edilir.



Dokiiman Kodu DL.RH.01

DOKU TIiPLEME Yayin Tarihi 17.02.2016
LABORATUVARI TEST REHBER] | RevizvonNe 2
Revizyon Tarihi 05.09.2022

Sayfa No 21/26

11.7. FC-LCM Testi

FC-LCM yonteminin amaci hastada, vericinin antijenlerine karst bulunan
antikorlar1 hassas bir sekilde belirleyerek rejeksiyon riskini en aza indirmektir. Yontemin
prensibi, vericinin T ve B hiicrelerinin yiizeyinde bulunan HLA antijenleriyle, hastanin
serumunda bulunan anti-HLA antikorlar1 arasindaki immiinolojik reaksiyonlar1 flow
cytometry cihazi kullanilarak hassas ve dogru bir sekilde gosterilmesine dayanmaktadir.
Uygulanacak yontem asagida verilmistir.

Vericiden (donor) alinan 5 ml kan PBS ile 1:1 sulandirildiktan sonra 3 ml
Histopaque 1077 {izerine yayilir. 2500 rpm’de 15 dk. santrifiij edildikten sonra lenfositler
bir pastor pipeti yardimiyla dikkatli bir sekilde alinarak temiz bir tiipe aktarilir. Hiicreler
PBS ile ii¢ kez yikanir (400xg’de 10 dk). Son yikama isleminden sonra PBS uzaklastirilir,
dipte kalan pellet iizerine 1 ml kadar %5 FCS’li RPMI eklenir ve Thoma laminda sayim
yapilarak hiicre konsantrasyonu 5X10° olarak ayarlanir. Lenfositler {izerine 20 pl hasta
serumu eklenir ve oda sicakliginda 30 dk. inkiibe edilir. PBS ile iki kez yikanir (600 x g’de
5 dk). Son yikamadan sonra PBS uzaklastirilir ve pellet {izerine PE (fikoeritrin) ile konjuge
anti-CD3 monoklonal antikor (T lenfositler i¢in) ya da APC (allofikosiyanin) ile konjuge
anti-CD19 monoklonal antikor, bunun tizerine de FITC ile konjuge F(ab”). anti-human IgG
antikor eklenir ve karanlikta 30 dk. inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrast ii¢ kez yikama yapilir
(%5 FCS’li PBS) ve hiicreler 500 pl PBS i¢inde resiispanse edilerek Flow cytometry
cthazinda okunur. Okuma sonunda pozitif ve negatif kontrollere gore degerlendirme

yapilarak sonuglar yorumlanir.
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T.C.

TIBBi BiYOLOJi ANABILIM DALI
DOKU TiPLEME LABORATUVARI TETKiK iSTEM FORMU

Ad Soyad: D Alici istem Tarihi ve Saati:
Protokol No:
Dogum Tarihi: DDonﬁr, Donor ise yakinlik derecesi:
Kan Grubu: Alicinin Adi ve Soyadi:
CALISILACAK TEST KODU/TEST ADI Sonug Verme Siiresi

MOLEKULER DOKU TiPLEME TESTLERI

1 HLA-A,B,DR Genotip Analizi (PCR-SSP, PCR-SSO diisiik ¢oziiniirliik)

904.800 HLA-A,B,C (molekiler diisiik ¢ézlintrlikte) (x2) 904.810

HLA-DR,DP,DQ (molekiler dustik ¢oztinurliikte)

2 HLA-C Genotip Analizi (PCR-SSP, PCR-SSO duigiik ¢oziiniirliik)

904.800 HLA-A,B,C (molekiler dustik ¢ézunurliikte)

3 HLA-DQ Genotip Analizi (PCR-SSP, PCR-SSO diisiik ¢ozlinurliik) o
904.810 HLA-DR,DP,DQ (molekiiler diisiik ¢oztinirlikte) 15 giin icinde
4 HLA-B27 Genotip Analizi (PCR Multiplex)

908.726 HLA-B27

5 HLA-B51 Genotip Analizi (PCR Multiplex)

908.726 HLA-B51

PANEL REAKTIF ANTIKOR TESTLERI

oodg d

6 Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-I tarama
905.170 PRA class | tarama

7 Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-Il tarama
905.190 PRA class Il tarama

8 Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-I tanimlama 30 glin iginde
905.160 PRA class | antijene spesifik

9 Panel Reaktif Antikor (PRA) Class-Il tanimlama
905.180 PRA class Il antijene spesifik

0000

LENFOSIT CROSS-MATCH TESTLERI

KAHRAMANMARAS SUTGU iMAM UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

istenen Ornek Cinsi Miktar
(Orneklerin transferi 2-8 °C’de gergeklesmelidir)

Alici Ornegi/Miktar Donér Ornegi/Miktari
1 adet EDTA’li Kan (2ml 1 adet EDTA’li Kan
x1) (2mlx1)

1 adetjelli tip kan (5ml -
x1)

1adetjellitip kan (5ml e
x1)

1adetjellitip kan (5ml -
x1)

1adetjellitip kan (5ml -
x1)

(Lenfosit Cross-Match testleri icin 6nceden randevu alinmasi gerekmektedir. Randevulu hasta ve donér kanlar en geg 09.30’a kadar laboratuvara ulastiriimalidir)

10 Lenfosit Cross-Match (T ve B hiicre) 1 adet jelli tiip kan (5ml 3 adet EDTAli tiip kan
C] (Her bir dondr igin) x1) (éml x3)
905.390 T ve B lenfosit ¢apraz karsilastirma,total, tek donor (x2) +
1 adet EDTA’li tiip kan
(6ml x1)
11 Lenfosit Cross-Match (T ve B hiicre)(DTT’li Cross-Match) 1 adet jelli ttip kan (5ml 3 adet EDTA'li tiip kan
D (Her bir donér igin) 1 giiniginde x1) (6ml x3)
905.390 T ve B lenfosit ¢apraz karsilastirma,total, tek donor (x2) +
1 adet EDTA’li tiip kan
(6ml x1)
12 Lenfosit Cross-Match (T ve B hiicre)(Flow Cytometry ile) 1 adet jelli tap kan (5ml 3 adet EDTA'li tiip kan
C] (Her bir donér igin) x1) (6ml x3)
905.395 T ve B lenfosit capraz karsilastirma, tek donor +
1 adet EDTA’li tiip kan
(6ml x1)
TESTIN iSTEM AMACI
Doku Tipleme Laboratuvari Adina Kabul Eden/imza/Kage istemi yapan Dr./Kurum/Gorevi/Kase/imza
Tarih/Saat:
DNumune Uygun Numune Reddedildi!

Numune Red Bildirim No:
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DUZELTICi / ONLEYICi FAALIYET FORMU
ILGILI BIRIMLER: DUZENLEME TARIHI: ..../...../.......
DUZENLEYEN AD SOYAD: FAALIYET TURU DUZELTICI
iIMZA: FAALIYET
ONLEYICI FAALIYET

UYGUNSUZLUGUN TANIMI (Liitfen detayh olarak yaziniz)

LAB. SORUMLUSUNUN DEGERLENDIRMESI

|:| Yukarida tanimlanan uygunsuzluk i¢in diizeltici-Onleyici faaliyet baglatilmasi uygun goriilmiis ve formun
Kalite Yonetim Sorumlusuna havale edilmesine onay verilmistir.

DTL Sorumlusu Ad-Soyad /imza

KALITE YONETIM SORUMLUSUNUN DEGERLENDIRMESI

I:I Yukarida tanimlanan uygunsuzluk i¢in diizeltici-Onleyici faaliyete gerek goriilmiistiir.

DTL Kalite Kontrol Sorumlusu Ad-Soyad /imza

DUZELTICi/ONLEYIiCi FAALIYET PLANI

ASAMA NO FAALIYET ADI SORUMLUSU KONTROL TARIH EK SURE
EDEN ARALIGI

1

2

3

DUZELTICi / ONLEYICi FAALIYET SONUC DEGERLENDIRMESi

Q Uygunsuzluk Eksiksiz Olarak Uygunsuzluk Devam Ek Siire Tarihi:
iderilmistir. tmektedir. .. leeid.....
DOF Kapatma Tarihi: DTL Kalite Kontrol Sorumlusu DTL Sorumlusu

wdeeedueeennn Ad-Soyad /imza Ad-Soyad /imza
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PERSONEL YARALANMALARI BILDIRIM FORMU

ADI SOYADI

CALISTIGINIZ BOLUM

YARALANMA TARIHI

YARALANMA SAATI

GOREVI

YARALANMAYA NEDEN OLAN ALET/MARUZ KALINAN MATERYAL NEDIR?

Alet Igne Ucu  Bistiiri Kateter Lam/Lamel Kirtk Cam Malz ~ Diger (ismini

belirtiniz)

Materyal kan Serum Kimyasal Malz (ismini Diger (ismini

belirtiniz) belirtiniz)

YARALANMANIN GERCEKLESTIGI YER

YARALANAN VUCUT BOLGESI

YARALANMAYA NEDEN OLAN ALET BIR HASTANIN VUCUT MATERYALI ILE KONTAMINE

OLMUS MU?
Evet Hayir Kaynagi Belli Degil!
SORUNUN CEVABI EVET ISE HASTANIN KAN YOLU iLE BULASAN BiR HASTALIGI VAR MI?
HIV HEPATIT B HEPATIT C KIRIM DIiGER

KONGO

OLAY ESNASINDA KIISISEL KORUYUCU EKIPMAN KULLANIYORMUYDUNUZ?
Evet Hayir

SORUNUN CEVABI iSE HANGILERI OLDUGUNU ISARETLEYINiZ

Tek Kat Eldiven Cift Kat Eldiven Onliik G0z Maskesi Yiiz maskesi Cerrahi Maske
YARALANMANIN SiDDETi NEDIR?

Yiizeysel Mukoza Derin

HEPATIT B ASINIZ VAR MI?

Evet Hayir

ENJEKTOR KULLANIRKEN

Plastigi Kapatirim Plastigi kapatmam

KAZAYI KISACA TANIMLAYINIZ?
KAYNAK HASTAYA AiT SEROLOJI SONUCLARI
Hbs-Ag Anti-Hbs Anti-HCV Anti-HIV

PERSONELE AIT SEROLOJi SONUCLARI
Hbs-Ag Anti-Hbs Anti-HCV Anti-HIV

PERSONELE YAPILAN UYGULAMALAR




