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1.

AMAC: Test rehberi, laboratuvar isleyisini basta klinisyenler olmak iizere diger hastane galisanlariyla
paylasmak, laboratuvar isleyisi konusunda bilgilendirmek ve olabilecek aksakliklari gidermek amaciyla
hazirlanmistir. Rehberde her testin adiyla birlikte ¢aligilan 6rnek tiirii, 6rnegin alindig: tiip, calisilan metot,
referans degerler, caligma giinleri ve rapor tarihleri belirtilmistir. Test bilgileri giincellendiginde, degisiklikler
ilgili birimlere bildirilecektir. Daha giivenilir sonuglar vermek ve kaliteli hizmet edebilmemiz igin, test
istemleri yapilirken hastayla ilgili bilgilerin, istem yapan doktorun isminin, génderen birimin, 6n tant
kismindaki bilgilerin eksiksiz doldurulmasi, 6rneklerin ise, test rehberinde belirtilen, 6rnek kabul kriterlerine
uygun bir sekilde génderilmesi onemlidir. Bu test rehberinde Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali
Hastanesi Doku Tiplendirme Laboratuvarma(DTL) ait istem formunda yer alan testler ve bu testlerle ilgili
ayrintili bilgilere yer verilmistir.

HLA DOKU TIiPLENDIRME LABORATUVARI: Organ ve doku nakli oncesi hasta ve vericiye ait
sonuglarin degerlendirilmesi, klinik olarak anlamliliginin saglanmasi ve risklerin belirlenmesi, hasta ve organ
sag kalimi igin kritik 6neme sahiptir. Universitemiz Doku Tiplendirme Laboratuvari; solid organ (bobrek,
kalp ve karaciger) ve kok hiicre nakline hazirlanan hastalar ve onlarin potansiyel donérleri arasindaki, en iyi
alici-verici uyumu, eslesmesi ve transplantasyon basarisi i¢in hayati 6nem arz eden testlerin c¢alisildigi bir
laboratuvardir.

DOKU TiPLENDIRME LABORATUVARINDA KALITE KONTROL CALISMALARI

iC (INTERNAL) KALITE KONTROL: ¢ kalite; sonuglar1 6nceden bilinen normal ve kontrol érnekleri
hasta 6rnegi gibi analiz edilerek, elde edilen degerlerin beklenen araliklarda olup olmadig1 kontrol edilir.
Bu siiregte sonuglar hedeflenen sekilde saptanirsa hastadan alman Ornekler ¢aligilir. Sonuclarda
beklenenden bir sapma gozlendiginde cihazlarm 6lciim ayarlar1 yeniden yapilir ve yeniden I¢ Kalite
Kontrol Ornekleri calisilir. Bunlar hedef degerlerde ise hasta drnekleri calisilir. Elde edilen test sonuglart
hastanin 6nceki sonuglari ile karsilastirilir. Doku Tiplendirme Laboratuvarinda bulunan biitiin cihazlarin
glinliik a¢1lig islemlerinde, kontrol ve bakimi yapilir, reaktifler hazirlanir. Testlere ait kontroller (negatif ve
pozitif kontrol kullanilir) hazirlanir, biitiin cihazlarda i¢ kalite ¢calismalar1 yapilir ve sonuglar teknisyenler,
biyolog ve sorumlu uzman tarafindan kontrol edilerek kalite kontrol 6rnekleri degerlendirilir. Ayda bir
cihaz kalibrasyonu yapilir. Sonuglar kayit altina alinir. HLA testleri i¢in i¢ kalite kontrol olarak 6 ayda bir
daha 6nce sonuclandirilmig 6rnekler segilir, farkli tarihlerde farkli teknik eleman tarafindan yeniden
calisilir sonuglar karsilastirilarak degerlendirme raporu hazirlanip dosyalanir.

DIS (EKSTERNAL) KALITE KONTROL: Laboratuvarimiz Balkan External Proficiency Testing
(BEPT) ve UKNEQAS dis kalite kontrol programlarina dahildir. Her yil bu programlar dahilinde bize
gonderilen 6rnekler ¢alisilir ve sonuglar degerlendirilmek {izere gonderilir. Degerlendirme sonucu gelen
dis kalite sonug raporlari Doku tiplendirme laboratuvar sorumlusu ve sorumlu yardimcisi tarafindan da
degerlendirildikten sonra sonuglarla ilgili bir problem varsa problemin nedeni arastirilarak, raporlanir.
Herhangi bir problem yoksa sonug¢ degerlendirme raporu hazirlanip dosyalanarak saklanir.

DOKU TiPLENDIRME LABORATUVARI iISTEM FORMUNDA YER ALAN TESTLERIN GIRIiSi:
Doktor tarafindan istenen testler ilgili béliimiin otomasyon sekreteri tarafindan hastane otomasyon sisteminde
yer alan giris sayfas1 agilarak testin kodu isaretlenerek girisi yapilir. HLA istemi yapilirken; HLA istemleri
ayni zamanda istem kagitlarina yapilmali ve istemler kanlarla birlikte mutlaka laboratuvara ulastiriimalidir.
HLA istemlerinde formda yer alan bilgiler eksiksiz doldurulmalidir.

NUMUNELERIN ALINMASI VE LABORATUVARA TRANSFERI
5.1.Kan orneklerinin ahnmasi: Hastane i¢i polikliniklerden ve kliniklerden gelen (Kemik iligi ve solid
organ transplant adaylar1 ve donodrlerinin) kan Orneklerinde serolojik ve molekiiler diizeyde testler
calisilir. Ayrica kadavra dondr i¢in doku tiplendirmesi ve renal transplant adaylarina Lenfosit Cross-
match (LCM) testi galgilir. Polikliniklerden yapilan test isteklerinin LIS’e kaydi yapildiktan sonra,
ornekler hastanemiz 6zel kan alma, merkez kan alma ve ¢ocuk kan alma birimindeki gorevli hemsireler
tarafindan hastanin kimlik bilgileri kontrol edilerek ve testlere uygun drnek tiipii se¢imi yapilarak alinir.
Belirtilen birimlerde alinan kan 6rneklerinin transferi DTL’de gorevli kan transferi elemani tarafindan
Ogleden 6nce saat 11:00 6gleden sonra saat 15:00’te laboratuvarimiza ulastirilir. Dr. Feyyaz Etiz
Hematoloji ve Onkoloji hizmet binasinda alinan kan 6rnekleri de birimin gorevli kan transferi elemani
tarafindan 6gleden once saat 11:00 ve 6gleden sonra saat 15:00°te laboratuvarimiza ulastirilir. Alinan kan

2




BALCALI HASTANESI

DL.RH.01

DOKU TIPLENDIRME LABORATUVARI Yayin Tarihi: 29.04.2014
TEST REHBERI DE&ISIKLIK NO: 07

DEGISIKLIK TARIHI: 10.10.2022

Orneklerinin iizerine yapistirilmig olan etikette; hasta adi-soyadi, hastanin barkod numarasi, istem
kabul tarihi ve saati, istemi yapan poliklinigin ad1 ve cahsilacak testin adim belirten bilgiler yer
almaktadir.

5.2.Acil Servis ve yatakl birimlerde kan 6rneklerinin alinmasi: Yatakli birimlerde ve Acil Serviste
kimlik dogrulamasi yapildiktan sonra kan alma islemi gergeklestirilir. Hekim test taleplerini otomasyon
sisteminden yapar. Klinik hemsiresi sistemde talepleri goriir. Testlerin barkotlarini basar, tiiplere yapistirir.
Barkotlarda hastanin kimlik tanimlayicilartyla birlikte, testin adi, testin hangi servisten istendigi, 6rnegin
almis tarihi ve saati yer alir. Bdylece numune alim tarihi ve saati HBYS(Hastane Bilgi yonetim
Sisteminden) ve buna entegre ¢alisan Laboratuvar Isletim Sistemi’ne (LiS) kaydedilmis olur.

HLA istemlerinde hasta veya donorlerden en az 3 cc’lik 1 adet CBC(Edta’li) tiipline kan alinmalidr.
Panel reaktif antikor testlerinde alicidan(hastadan) 1 adet jelli tiipe 5 cc kan alinmalidir. Anti HLA
Class I (Single Antijen), Anti HLA Class II (Single Antijen) testi i¢in alicidan 1 adet jelli tiipe 5 cc
kan alinmalidir.

Cross-Match testinde alicidan (hastadan) 1 adet jelli tiipe Scc kan alinmalidir. Dondérden (en az 3
cc’lik) 3 adet CBC (Edta veya ACD’li tiipe ) tiipline kan alinmalidir.

Kemik iligi nakli olacak hastalarda, HLA testi i¢in; her hastanin dncelikli olarak anne, baba ve
kardesler olmak iizere birinci derece yakinlarindan kan gonderilmeli, uyum olmadig: takdirde diger
dondrler, ayn1 anda toplu halde degil, beser gruplar halinde gonderilmelidir. Her seferinde istem
yapilan beserli grup bir 6nceki gonderilen gruptan sonug alinamadigi takdirde gonderilmelidir.

5.3. Orneklerin saklanma ve sonuclarin verilme siireleri

V.

Vi.

Vil.

viii.

iX.

Oda 1s1sinda edta’li tiipte laboratuvara getirilen, HLA-SSP/SSO c¢alisilacak, kan 6rnekleri + 4 ° C’de
muhafaza edilir. Calisma giinii DNA’s1 ¢ikarilarak ¢aligma yapilir. Caligma sonrasinda DNA
ornekleri -20 °C’de muhafaza edilir. HLA-SSP sonuglari 15 giin iginde sonuglandirilir. Solid organ
nakli i¢in ¢alisgilan HLA-SSP/SSO sonuglar1 hasta veya doktoruna verilmeyip Saglik Bakanligi
Transplantasyon Diyaliz ve izlem Sistemine (TDIS) giris yapulir.

Kemik iligi transplantasyonu i¢in ¢aligilan HLA-SSO sonuglart hasta yogunluguna gore 1 ay i¢inde,
yogunluk az olursa bir aydan once de verilmektedir. Sonuglar hastaya verilmeyip istemi yapan
doktor veya doktorun goérevlendirdigi bir personele, Doku Tiplendirme Laboratuvarindaki gorevli
personel tarafindan, imza karsilig1 verilmektedir.

Laboratuvara ulastirilan PRA tarama, tanimlama ve Anti HLA Class | (Single Antijen) ve Anti HLA
Class Il (Single Antijen) calisilacak kanlarin santriifiij edilerek serumlari ayri bir tiipe alinir. Tiip
iizerine hastanin kimlik bilgilerini iceren barkod yapistirilir. Calisma hemen yapilacaksa ornekler
caligmaya alinir. Caligma hemen yapilmayacaksa -20 °C’de saklanir. PRA CLASS | ve CLASS I
tarama, tanimlama sonuglar1 ve Anti HLA Class | (Single Antijen) ve Anti HLA Class Il (Single
Antijen) sonuglar1 1 ay igerisinde verilmektedir. Bu testlerin sonuglar1 LBYS sistemine aktarilir.
Hizmet alimi yapan kurumlarin sonuglari ise kurumun gorevlendirdigi personele imza karsihigi
teslim edilir.

Cross-match testi laboratuvardan randevu alinarak ¢alisiimakta ve sonuglar ayn1 giin veya bir giin
sonra LBYS sistemine aktarilmaktadir. Hizmet alimi yapan kurumlarin sonuglari ise kurumun
gorevlendirdigi personele imza karsilig1 verilmektedir.

Hastalardan kan alinirken kan alma biriminde sonuglar ¢ikti§1 zaman hastanin telefonuna sonucunuz
¢ikmistir mesajinin iletilecegi bilgisi verilmektedir.

5.4. Kurum dis1 hastanelerden gelen érneklerin transferi, kabulii ve saklama kosullari, sonu¢

verme siiresi “’Doku Tiplendirme laboratuvar: Kurum Dis1 Hastanelere verilecek Hizmet
Prosediir’iine uygun sekilde gerceklestirilir.
Ornek kabulii hafta i¢i her giin mesai saatleri (08:00-16:00) arasindadir. Hafta sonu ve resmi
tatillerde 6rnek kabulii yapilmaz (Kadavra harig)
Kurum dis1 hastaneden doku tiplendirme, PRA ve cross-match testi i¢in alinan 6rneklerin istem
girisi kurumun gorevlendirdigi personel tarafindan hastanemizin Dahiliye Romatoloji-immiinoloji
polikliniginde yaptirilir. istem girisi yaptirilan 6rnekler yine kurumun gérevli personeli
tarafindan doku tiplendirme laboratuvarina ulastirilir ve laboratuvardaki ilgili personele imza
karsilig1 (6rnek teslim formu-3) teslim edilir.
Laboratuvarda teslim alinan 6rnekler 6rnek tiipleri tizerindeki bilgilerin dogrulugu
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iv.

V.

kontrol edilerek teslim alinir ve 6rnekler “’6rnek saklama talimatina’’ gére saklanir.

HLA-ABDR SSP/SSO sonuglar1 hasta veya doktoruna verilmeyip Saglik Bakanligi Transplantasyon,
Diyaliz ve izlem Sistemlerine (TDIS) giris yapulir.

PRA ve cross match testi sonuglar1 kurum dis1 hastane gorevlisine imza karsiligi teslim edilir.

6. KAN ORNEKLERININ ALINMASINDA DIiKKAT EDILMESi GEREKEN KONULAR
6.1. Kan Orneklerinin Alim Kurallar::

Vi.

Vii.

viii.

Hasta en az 15 dakika kadar rahat bir pozisyonda olmalidir. Kol omuz hizasinda diiz durmalidir.
Fistiil, damar grefti uygulanmis ya da mastektomili meme tarafindaki kol, 6demli ve skarli bolgeler,
hematom, kan transfiizyonu ile IV sivi tedavisi uygulanan kolda iist seviyeler, zorunlu kalinmadikg¢a
vendz kan alimi i¢in uygun degildir.

Hematom olugabileceginden hastanin kolu kesinlikle biikiilmemelidir.

Hem genis hem de yiizeye yakin damar secilmelidir.

Hastaya IV inflizyon yapiliyorsa inflizyona 5 dakika ara verildikten sonra veya miimkiinse diger
koldan kan alinmalidir.

Turnike, kan alimacak damardan yaklasik 10 cm. yukari baglanir. Turnike en fazla bir dakika
uygulanmalidir ve igne damara girdikten sonra hemen gevsetilmelidir.

Kan, enjektor ile alinmis ise, hemoliz olmamasi i¢in igne ¢ikarildiktan sonra yavasga ve tiip
kenarindan kaydirarak tiipe bosaltilmalidir.

Damara girilmeden 6nce yumruk agilip kapatilmamalidir; bu hareket, plazma potasyum, fosfat ve
laktat konsantrasyonlarini artirir.

Once katki maddesiz, sonra katki maddeli tiiplere kan alinmalidir.

Ozellikle HLA testleri igin hastaya kan transfiizyonu yapilmasi sonuglari etkileyebileceginden test
yapilmadan once transfiizyon bilgisi mutlaka sorgulanmalidir. Eger transfiizyon yapilmigsa ornek
alimi i¢in aradan en az 2 hafta gegmis olmasina dikkat edilmelidir.

6.2.Kan Ornekleri Verilmeden Once Dikkat Edilmesi Gereken Konular

Xi.
Xii.

Xiii.

Laboratuvar testleri i¢in sabah kan verilmelidir

Hastaneye gelmeden once agir ve zorlayici egzersiz yapilmamalidir, kan vermeden 6nce, yarim saat
kadar dinlenilmesi 6nerilir.

Diizenli olarak kullanilan ilaglar varsa, kan vermeden 6nce doktora danigilmas1 gerekmektedir.

7. DOKU TIPLENDIRME LABORATUVARINDAKI TESTLERE AiT ORNEK TUPLERI
7.1. MOR KAPAKLI TUP(EDTA’LI):(Doku Tiplendirme Testlerinde Kullanilir)

7.2SARI KAPAKLI JELLiI TUP:(PRA-Lenfosit Cross
Match, testlerinde kullanilir.)
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8. DOKU TIPLENDIRME LABORATUVARI’NA ORNEKLERIN TRANSFERI VE
AYRISTIRILMASI:

a.

Laboratuvar Isletim Sistemi’ne (LIS) test girisleri yapilirken testlerin aym zamanda HBYS (Hastane
Bilgi yonetim Sisteminden) test girisleri ve kayitlar1 yapilmis olmasi gereklidir.

Kan 6rneklerinin iizerinde mutlaka barkot olmasina dikkat edilmelidir.

Istem girisleri yapilan poliklinik hastalarinin kan 6rnekleri 6zel kan alma, merkez laboratuvari kan alma
ve ¢ocuk kan alma birimlerinde alinir. Doku Tiplendirme laboratuvarindaki 6rnek transferinde gorevli
olan personel saat 11:00 ve 15:00 olmak {izere giin igerisinde 2 kez 6zel kan alma, merkez kan alma ve
cocuk kan almada alinmis olan &rnekleri (6rnek teslim formu-1) imza karsiliginda teslim alip, “’numune
transferi talimatina’> uygun sekilde, doku tiplendirme laboratuvarina ulastirir. Numuneler tagima
kabinda oda sicakliginda taginmalidir. Numune kabinin 1sisinin numune kabinda yer alan 1s1 6lger
araciligiyla uygun 1s1 araliginda (22-24 °C) olup olmadigi kontrol edilerek 1s1 degerleri kayit altinda
tutulur.

Omek tasima kabi seri bir sekilde (maksimum 30 dk. icerisinde) dogrudan laboratuvara
ulastirilmalidir.

Acil Servis ve yatakli birimlerden alinan tiim kan Ornekleri iSe mesai saati icerisinde alinir alinmaz
bekletilmeden ilgili birimin personeli tarafindan dogrudan Doku Tiplendirme laboratuvarina ulastirilir.
Laboratuvardaki testi ¢alisan ilgili personel imza karsiliginda ( Ornek teslim formu-2) érnekleri teslim
alir.

Kurum dis1 hastaneden gonderilen kan ornekleri laboratuvarda testi galisan ilgili personel tarafindan(
Ornek teslim formu-3) imza karsilig1 teslim alinr.

Laboratuvara ulasan kan ornekleri laboratuvar teknisyenlerince diizenli olarak toplanir ve testlere gore
gruplanir.

Dr. Feyyaz Etiz Hematoloji ve Onkoloji hizmet binasinda alinan kan oOrnekleri ilgili birimin kan
transferinde gorevli personeli tarafindan numune transferi talimatina uygun sekilde laboratuvarimiza
ulastirilir. Laboratuvarimiza ulasan 6rnekler <’numune kabul Kkriterlerine’’ uygunlugu kontrol edilerek
(6rnek teslim formu -4) imza karsiligi teslim alinir.

Organ Nakli Merkezinde alinan kan ornekleri ilgili birimin kan transferinde gorevli personeli tarafindan
numune transferi talimatina uygun sekilde laboratuvarimiza ulastirilir. Laboratuvarimiza ulasan 6rnekler
numune kabul kriterlerine uygunlugu kontrol edilerek (6rnek teslim formu -5) imza karsilig1 teslim alinir.

Testlere gore gruplanmig kanlarin, numune kabul kriterlerine gére uygunlugu kontrol edilir, kabul-red
kriterleri dogrultusunda barkod okuyucudan gegirilerek girisi yapilir.

9. DOKU TIiPLENDIRME LABORATUVARI ORNEK KABUL KRiTERLERI:

=

- a0

Ornekler analize uygun tiip veya kaplara alinmis olmalidir.

Ornekler testlere uygun vakumlu tiiplere (kanin enjektdrle alinmamasi gerekir) ve drnek kaplarina
alinmig olmalidir.

Ornekler hemolizli olmamalidir.

Ornekler yeterli miktarda almmus (tiipiin yaridan fazlas1 dolu olmalidir) olmalidir.

Hastane bilgisayar sistemine girilen ve barkod etiketi kesilen 6rnekler kabul edilir.

Acil testler i¢in de, 6rnekler hastadan alindiktan ve barkod etiketleri kesildikten sonra, en ge¢ 30 dakika
i¢ginde laboratuvara génderilmis olmalidir.

Barkod etiketleri silik ve yirtik olmamali, barkod etiketi tiipiin etiketi {izerine denk gelecek sekilde
diizglin yapistirilmis olmalidir.

Ornek kabimin {izerindeki barkoddaki hasta bilgilerinin dogrulugu kontrol edilmelidir.

10. DOKU TiPLENDIRME LABORATUVARI ORNEK RED KRiTERLERIi

T 0 0 0®

Kayitsiz / barkodsuz numuneler.

Uygun zaman periyodunda gelmeyen numuneler.

Uygun tlipe ve/veya kaba alinmamis numune.

Hemolizli numune.

Antikoagiilan igeren tiiplerle alinmasi gereken numunelerde kan miktarinin gereginden az
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11.

12.

13.

veya ¢ok olmasi.

Antikoagiilanl tiiplere alinan kanlarda pihti olmasi.

Numune miktarinin gereginden az olmasi ( kan, idrar, vb.)

Barkodun numune kab1 veya tiipii iistiinde uygunsuz veya hasarli yapistirilmis olmasi.
Cok beklemis numuneler ( kan, idrar, vb.)

Kontamine edilmis numune alimi ( Ornegin: Mayii giden koldan kan alinmasi,vb.)
Numunenin otomasyon kontroliinde alma zamaninin belli olmamasi1 ve/veya numunenin
tizerindeki barkod etiketinde numune alim zamaninin yazilmamis olmasi.

m.  Test istem formlarina hasta ile ilgili klinik bilgi yazilmamasi.

n.  Laboratuvara, uygun transfer kosullarinda gelmeyen numuneler.

0 Kirik veya steril olmayan kaplar ile gonderilen numuneler olmasi.

bl S (o I

DOKU TIPLENDIRME LABORATUVARI SONUCLARINA ERiSIM VE SONUC TESLIM SURESI
11.1.DOKU TIiPLENDIiRME LABORATUVARI TEST TABLOSU

TEST ADI ORNEK YONTEM CALISMA GUNU | RAPORLAMA TARIiHi TOP
HLA Testleri Tam Kan Molekiiler Mesai Saatleri 1 ay (HLA-SSO), EDTA’l
Yéntem

15 giin (HLA-SSP)

PRA Testleri Serum Serolojik Yontem | Mesai Saatleri 1ay Diiz Tup

Anti HLA Class | Serum Serolojik Yontem | Mesai Saatleri 1ay Diiz Tup

Anti HLA Class Il

Cross-Match Testi Serum ve | Serolojik Yontem | Mesai Saatleri 1 giin Diiz Tiip ve
Tam Kan EDTA veya
ACD’h tiip

DOKU TiPLENDIRME LABORATUVARI PERSONELININ EGIiTiMi: Doku Tiplendirme
Laboratuvart yillik egitim plan1 mevcut olup, her yil yenilenmektedir.
DOKU TIiPLENDIRME LABORATUVARINDA YAPILAN TESTLER ve UYGULAMA
PROSEDURLERI:
13.1.Analizlerde Kullanilan Numuneler
I. Serolojik caligmalarda kandan elde edilen T ve B lenfosit hiicreleri ve ayrica lenfosit cross-match
analizinde bu hiicrelere ek olarak hasta serumu kullanilir.
ii. Molekiiler calismalarda ise kullanilan materyal kandan izole edilen DNA dir.
iii. PRA analizleri i¢in hasta serumu kullanilir.
iv. Anti HLA Class | ve Anti HLA Class Il analizinde hasta serumu kullanilir.
13.2.Doku tiplendirme laboratuvarinda yapilan analizler
13.2.1.Serolojik Calismalar
13.2.1.1.LENFOSIT CROSS-MATCH(LCM) TESTI
a- KANDAN T VE B LENFOSIT HUCRE iZOLASYONU PROSEDURU VE CROSS-
MATCH TESTi PROSEDURU
-Vericiden ACD’li veya EDTA’1 tiipte kan 6rnekleri alinir. 2700 devirde 10 dk santriifiij edilir.
Vericiden T ve B lenfositleri izole edilecegi igin iki ayr1 tiip hazirlanir. Santriifiij sonrasi tistte kalan
plazma kismu ayrilir.
-Olusan buffy-coat tabakasindan pastor pipeti ile 2 ml alinir. Tiiplere konur.
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BALCALI HASTANESI

Uzerine 2 ml sitratli PBS eklenir. T LENFOSIT tiipiine 50 ul CLASS I beads B LENFOSIT tiipiine
70 pl CLASS II beads konur (lenfobeat hiicrelerin tutundugu sivi seklinde manyetik boncuktur) 4 dk
karistiricida karistirilir.

-Tipler 3 dk magnetik rakta (magnetik rak, lenfosit hiicrelerinin ayrigmast i¢in kullanilan miknatish
yapiya sahip olan bir alettir) bekletilir.

-Tiipler rakta iken kanlar bosaltilir, raktan alarak {izerine 2 ml sitratli PBS konur, nazikge alt {ist
edilir.

-1 dk magnetik rakta bekletilir. Bu yikama islemi 2 kere sitratli PBS + 3 kere PBS ile yapilir.

-Son yikama, dokmeden pastdr pipeti ile cekilir.

-Lenfositlerin {izerine 100 pl RPMI-1640(% 5°lik FCS’1i ) eklenir.

-Bos bir plaga elde ettigimiz B ve T lenfositleri 1’er pl pipetlenir.

-Uzerine bir damla AKRIDIN ORANGE/ EB boyas1 damlatilir veya 1 pl konur.

-Immiinofloresan mikroskopta bakilir, hiicreler canli ise gerekli diliisyonlar verilerek hiicre
yogunlugu ayarlanir. Hiicreler 6lii ise cross-match testine devam edilmez ertelenir. (Kadavrada ise
dalakla devam edilir.)

- Hiicreler canli ise testi ¢alismaya devam edilir.

-Parafin kapli terasaki plaklar1 hazirlanir.

-Terasaki plagina hiicreler asagida tabloda belirtilen sekilde her bir kuyucuga 1’er ul pipetlenir.

1 VB+NK VB+NK VB+NK VB+NK VB+NK VB+NK
2 VB+PK VB+PK VB+PK VB+PK VB+PK VB+PK
3 VB+HS VB+HS VB+HS VB+HS VB+HS VB+HS
4 VB+HS VB+HS VB+HS VB+HS VB+HS VB+HS
5 BOS BOS BOS BOS BOS BOS

6 VT+NK VT+NK VT+NK VT+NK VT+NK VT+NK
7 VT+PK VT+PK VT+PK VT+PK VT+PK VT+PK
8 VT+HS VT+HS VT+HS VT+HS VT+HS VT+HS
9 VT+HS VT+HS VT+HS VT+HS VT+HS VT+HS
10 | BOS BOS BOS BOS BOS BOS

VB+NK: Verici B Lenfosit + Negatif Kontrol

VB+PK: Verici B lenfosit + Pozitif Kontrol Serum (PK kuyularina en son basilir.)
VB+HS: Verici B Lenfosit + Hasta Serumu

VT+NK: Verici T Lenfosit + Negatif Kontrol

VT+PK: Verici T lenfosit + Pozitif Kontrol Serum (PK kuyularina en son basilir.)

VT+HS: Verici T Lenfosit + Hasta Serumu

-Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 25 dk inkiibasyona birakilir.
-25 dk’nin sonunda her kuyucuga 5 pl kompleman ekilir.

-40 dk inkiibasyondan sonra Sul boya (EtBr/Akridin Orange) ekilir.
-Mikroskopta degerlendirilir.

-Lenfositler yesil renkli ise canli NEGATIF,

Kirmizi renkli ise 6lii oranma gére % POZITIF

verilerek rapor edilir.
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b-DALAKTAN T VE B LENFOSIT HUCRE iZOLASYONU PROSEDURU

-Mevcut dalaktan bistiiri ile bir par¢a kesilip serum fizyolojik ile yikanir.

-Iginde 20 cc RPMI olan petri kabina alinarak bistiiri vasitasiyla hiicre sagimi yapilir.

-Islem sonunda petri icindeki RPMI pasteur pipeti yardinyla partikiilleri almadan dikkatlice ¢ekilerek 10
cc lik edta I1 tiipe alinir ve renk degisimine bakilir. RPMI” 1n rengi sararirsa hiicreler 61t demektir.

-Renk sararmamigsa RPMI bos bir polipropilen tiipe alinir.

-Bos tiipe alinan numunenin {izerine 5 ml sitratli PBS soliisyonu eklenir.(PBS, soliisyonlarin hazirlanist
kisminda agiklanacaktir).

-Uzerine 50 ul lenfobeat eklenir. T lefositleri i¢in Class I, B lenfositleri igin ise Class lenfobeati
eklenir.(Lenfobeat hiicrelerin tutundugu sivi seklinde manyetik boncuktur) ve rotatorda 5dk cevrilir.

-Tiip, magnete konur ve 1,5 dk tutulup siire sonunda siipernatant dokiiliir.(Magnet, lenfosit hiicrelerinin
ayrigmasi i¢in kullanilan miknatish yapiya sahip olan bir alettir)

-Tiip, magnetten ¢ikartilip tizerine 7-8 ml PBS eklenir ve 1 dk magnette tutulup supernatant dokiiliir. Bu
islem iki kez tekrarlanir.

-Bu islemler sonunda tiiplin duvarinda kahve telvesi goriintiisiinde lenfobeat goriiniir. Bu lenfobeatte
kendisine tutunmus olan hiicreler mevcuttur.

-Hiicrelerin tizerine 100 pl %S5 lik Fetal Calf Serum+RPMI eklenir ve pipetajlanir

-Daha sonra bu hiicre siispansiyonundan bos bir teresaki plagma 1 pl pipetlenip ilizerine 5 pl boya

(Acridineorange/Ethidiumbromide-AO/EB) eklenip floresan mikroskopta hiicrelerin canliligi ve yogunluguna

bakilir.

-Bu islemden sonra istedigimiz hiicreleri izole etmis oluruz.

-Cross- match testi ¢alismasina elde edilen hiicrelerle devam edilir.

¢c-DTT’Li LENFOSIT CROSS-MATCH (LCM) TESTI PROSEDURU: Major cross-match (+), DTT’li
cross-match (-) ise test hastada IgM HLA antikorlarinin varligini gosterir.

- DTT’li cross match testi cahsilacaksa, 20 ul Hasta serumu 20 pl DTT ile muamele edilip etiivde 37
derecede 30 dk bekletilerek kullamlir

-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 pl sistin eklenir.

-5dk oda sicakliginda bekletilir.

-Bu siire sonunda kuyucuklara 5’er pl kompleman eklenir.

-Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir.

-Her bir kuyucuga 5’er ul EtBr/AO boya karisimi konularak mikroskopta incelenir.

-Lenfositler yesil renkli ise canli NEGATIF, Kirnzi renkli ise 6lii oranina gére % POZITIF verilerek rapor
edilir.

d-KULLANILAN SOLUSYONLARIN HAZIRLANMASI:
*PLAKLAR: Bos terasa ki plaklarina parafin ekilir
*COZELTILER: Lenfositleri yikamak i¢in PBS+SITRATLI PBS kullanilir:
PBS: 8,1 gr NaCl

0,157gr NaH2PO4XH20
1,98 gr Na2HPO4X12H20 11t distile suda ¢oziiliir .Ph 7,2 ye ayarlanir.

*SITRATLI PBS : 8,1 gr NaCl
0,157gr NaH2PO4XH20
1,98 gr Na2HPO4X12H20 11t distile suda ¢6ziiliir .Ph 7,2 ye ayarlanir
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1 1t PBS + 6 gr sitrat (sitratlt PBS) bitene kadar buzdolabinda saklanabilir (PH:7.2)

*CLASS I -1l BEADS: Kullanima hazir. 2-8 C de saklanr.
%5’ lik FCS : 1ml medium 199 veya 1640 alimr. Uzerine 50 ul FCS (fatal calf serum)
eklenir. T ve B’nin konsantrasyon ayar1 ve negatif kontrol olarak kullaniliyor. Artan atilir.
Saklanmaz.

*DTT(Sigma D-0632, MW:154.2):1.6 mg(0.0016 g) DTT 1 ml PBS iginde ¢6ziindiiriiliir (0.01
M). Hazirlandiktan sonra porsiyonlara ayrilir ve -20 C’de saklanir.

*L_-Cystine(Sigma C-8755, MW: 240.3 ):16 mg (0.016g) cystine 10 ml PBS i¢inde ¢oziindiiriiliir ve +4
C’de saklanir. Kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirilir. Cystine tam olarak ¢6ziinmez, bunun i¢in her
kullanimdan 6nce mutlaka iyice karistirilir. +4°de 21 giin saklanabilir. (1gr:1000 mgr)

13.2.2-Molekiiler Cahsmalar:
HLA-ABDR (SSP/SSO) ve HLA-A,B,C,DR,DQ (SSP/SSO) testleri
13.2.2.1-Analizlerde Kullamilan Numuneler
Serolojik ¢aligmalarda kandan elde edilen T ve B lenfosit hiicreleri ve ayrica lenfosit cross-
match analizinde bu hiicrelere ek olarak hasta serumu kullanilir.
Molekiiler caligmalarda ise kullanilan materyal kandan izole edilen DNA dir.
PRA ve Anti HLA Class | (Single Antijen), Anti HLA Class Il (Single Antijen) analizleri i¢in
hasta serumu kullanilir.
13.2.2.2-Kandan DNA izolasyonu: Otomatik DNA izolasyon cihaz1 ile DNA izolasyonu yapilmaktadir.
. Cihazn fisi prize takilir. A¢ma/kapama diigmesinden cihaz agilir.
. Cihazin iginden raklar ¢ikartilir. Raklarin birine kartuslar yerlestirilir.
. Diger rakin:

1. sirasina DNA ¢ikarilacak ependorf tiip konur (DNA ¢ikarilacak bos tiip tizerine 6rnek
bilgileri dogru ve eksiksiz olarak yazilarak 1. siraya yerlestirilir)

2. siraya tip ve tip holder konur
3. sira BOS birakilir
4. siraya kanlarin konacagi bos tiipler yerlestirilir.
5. siradaki bos tiipler igerisine 200 ul DNA s1 ¢ikartilacak kan 6rnegi kontrollii bir sekilde
ilave edilir.
e Raklar cihaza yerlestirilmeden 6nce 1. siradaki DNA elde edilecek tiiplerin kapaklar ¢ikartilir.

e Hazirlanan raklardan kartus yerlestirilen rak arkada, diger rak onde olacak sekilde cihaz
igerisine yerlestirilir.

e Cihazn kapagi kapatilir Cihazin ekranindaki ana meniiden sirasiyla;
v Reminder maintenance weekly (haftalik kontrol) 2:DO segilir.
v’ Start segilir
v' ESC:NO segilir
v' 1(200 pl)

v 3(200 pl)
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<

1 (NO) (Ethonelle yikama yapilsin mi?)
Start
Start
Start

Start

D N N N NN

Start

\

Start secilir. Cihazin ¢aligsmasi baslatilir.

e DNA izolasyon islemi 18 dk da tamamlanmaktadir. islem bittikten sonra cihazin kapag1 agilir.
DNA elde edilen tiiplerin her biri kontrol edilerek kapaklar1 kapatilip raklardan alinir. Daha
sonra raklarin hepsi cihazdan ¢ikartilir ve diger tiipler, tip tip holder ve kartuslar atik kutusuna
atilir. Raklar cihazdaki yerlerine yerlestirilir, cihazin kapagi kapatilarak agma kapama
diigmesinden cihaz kapatilir.

13.2.2.3-HLA TiPLENDIiRME PROTOKOLU

A-HLA-ABDR(SSP) ANALIZI:
©2000 pl lik ependorf tiipline 312 ul master miks konulur.(mastermiks hazir gelen bir kittir)
*Uzerine 506 ul dH20 ve 8,3 ul Taq Polimeraz enzimi eklenir ve vortekslenir.

*Bu karigimdan 96 numarali kuyuya 10 pl konulur.(HLA-ABDR kiti 96 adet kuyudan
olugmaktadir. Bunlardan 96 numarali kuyu kontrol kuyusudur)

®Kalan karigima 206 pl DNA konulur vortekslenip, diger kuyulara 10 ar pl dagitilir.
®Daha sonra kuyular kendine 6zel seal(yapiskan bant) ile kapatilip iyice sikigtirilir.
eSonra bu diizenek PCR cihazina konur asagidaki programa gore ¢alistirilir.

1 dongii 10 dongii 20 dongii 1 dongii

94 °C de 2 dk 94 °C de 10 sn 94 °C de 10 sn 4°Cde
65 °C de 60 sn 61 °C de 50 sn
72 °C de 30 sn

*Daha sonra 2 gr agarose bir erlen mayere konulup, tizerine % 0,5 lik TBE den 100 ml
eklenip, mikrodalga firinda pisirilerek 6zel kalibina dokiilir ve kalibin 96 kuyu olusturacak
taraklar1 yuvalarina yerlestirilir. Jelin donmas1 beklenir.

*Jel, jel elektroforezine yerlestirilip {izerine seviyesini gececek sekilde %0,5 lik TBE eklenir.

*PCR cihazindan ¢ikarilan 96 kuyulu PCR iiriinii jele uygun sirada yiiklenir ve gii¢ kaynagiyla
165 Volt, 400 amper, 17 dk yuritiliir.

e islemden sonra Jel tankindan cikarilarak transilminatdre konur ve lambasi, yakildiginda jelde
goriilen bant numaralar1 analiz kagidina yazilir ve Jel goriintilleme cihazinda fotografi gekilerek
kayit altina alinir.

® Bu bant numaralar kitin degerlendirme kitap¢igindan veya run Score programinda
degerlendirilerek hastanin HLA-ABDR molekiiler sonucu elde edilir.

B-HLA (A, B,C,DR,DQ,DP-SSO) ANALIZi

*Her 6rnek i¢in yapilacak test sayisi kadar 0,2 pl lik PCR tiipii kullanilir.
10
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*PCR tiiplerinin dibine 4 pl DNA pipetlenir.

*Daha sonra her bir tiip i¢in 6 pl master Mix + 10 ul dH20+0,2 ul taq polymerase enzimi karigimi
hazirlanir. Hazirlanan mix karigimindan igerisinde dna 6rnegi olan tiiplerin her birinin iizerine 16
ul pipetlenir.

*Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak thermal cycler’a konur ve asagidaki programa gore ¢alistirilir.

1 dongii

12 dongi

28 dongii

1 dongii

1 dongii

95°C de 3 dk

95°Cde 15sn 95
60 °C de 30 sn 63
72 °C de 30 sn 72

°Cde 10 sn
°C de 30 sn
°Cde 30 sn

72°Cde 2 dk

4°Cdew

*PCR islemi sonunda 5 pl PCR iiriinii alinarak costar plate‘e pipetlenir
*Kit i¢inden Baed mix(Probe mix) alinarak 1s1 blogunda 56 °C de 5-10 dk sitilir.
*Probe mix 15 sn Sonikatér cihazinda sonike edildikten sonra 15 sn vortekslenir.

15 ul Baed mix(Probe mix), 5 ul’lik PCR iirlinii tizerine dagitilir.(her 10 6rnek pipetlemede probe
mix vortekslenir)

*Pipetleme sonunda plate’in tizeri seal(yapigskan bant) ile kaplanir.

®Asagidaki programla hibridizasyon i¢in thermal cyclere konur.

97 °C 2dk

47 °C 10 dk

56 °C 8dk

56 °C

*Ornekler hibridizasyondayken son 10 dk kala her kuyu igin 170 pl Dilution solution + 0,85 pl
Streptavidin karisimi hazirlanir. Hazirlanan karisim 1s1ga duyarli oldugu igin karanlikta
tutulur.(Dilution soliisyonu laboratuvara teslim alindiginda bir defaya mahsus 45 °C ‘de 5 dk
wsitihir ve oda sicakliginda saklanir.)

*56 °C o asamasinda plate termal cycler lizerinde iken seal kaldirilarak 170 pl streptavidin
karigimi1 kuyulara pipetlenir.

*Luminex- cihazinda okunur.
*Matchit-DNA programinda analiz edilir.

C-HLA-B*57:01 (YUKSEK COZUNURLUKLU) SSP ANALIZI

2000 pl lik ependorf tiipiine 132,8 pl distile su konur

+Uzerine 81 pl master mix konur.(mastermiks hazir gelen bir Kittir)

*Bu karisim tizerine 2,2 pl Taq Polimeraz ilave edilir.

*Bu karisimdan 24 numarali kuyuya 10 pl konulur.(HLA-B*57:01 kiti 24 adet kuyudan

olusmaktadir. Bunlardan 24 numarali kuyu kontrol kuyusudur)

+ Kalan karisima 54 ul DNA konulur vortekslenip, 24. kontrol kuyusu disindaki biitiin kuyulara

11
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10’ar pl dagitilir.

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

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

* Daha sonra 2 gr agarose bir erlen mayere konulup, iizerine %0,5 lik TBE den 100 ml
eklenip, mikrodalga firinda pisirilerek 6zel kalibina dokiiliir ve kalibin 96 kuyu olusturacak
taraklar1 yuvalarina yerlestirilir. Jelin donmasi1 beklenir.

« Jel, jel elektroforezine yerlestirilip lizerine seviyesini gegecek sekilde %0,5 lik TBE eklenir.

* PCR cihazindan ¢ikarilan 24 kuyulu PCR {iriinii jele uygun sirada yiiklenir ve gii¢c kaynagiyla
165 Volt ,400 amper, 17 dk yuritiliir.

+ Islemden sonra Jel tankindan ¢ikarilarak transilminatdre konur ve lambasi, yakildiginda jelde
goriilen bant numaralar1 analiz kagidina yazilir ve Jel goriintiileme cihazinda fotografi
cekilerek kayit altina alinir.

* Bu bant numaralar kitin degerlendirme kitap¢igindan veya run Score programinda
degerlendirilerek, hastanin HLA-B*57:01 molekiiler sonucu pozitif veya negatif olarak

raporlanir.

14-PRA TESTI: KLAS I/ 11 TARAMA TESTLERI - KLAS I/ 11 TANIMLAMA TESTLERI

14.1-PRA KLAS I/ Il TARAMA VE TANIMLAMA TESTLERI PROSEDURU: (Calismada

millipore filtreli plate kullanilir)
300 pl distile su, plate’in 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

vortekslenir.

*Her bir kuyuya sirasiyla agsagidakiler eklenir

a -40 ul Wash Buffer
b -12,5 pl Serum Ornegi
c-5ul HLA' 1/ 11 Beads

®Plate’in lizeri kapatilip karanlikta,oda 1sisinda 30 dk shaker ‘da inkiibe edilir.
*inkiibasyon sirasinda, konjugat + wash buffer (her bir kuyu igin 45 pl wash buffer + 5pl

konjugat) hazirlanir ve karanlikta saklanir.

eSiire sonunda her bir kuyucuga 100 pl wash buffer konur, karistirilir ve vakumlanir.
*Kullanilan tiim kuyulara 250 pl yikama soliisyonu eklenir ve vakumlanir.( bu islem 3 kez

tekrarlanir)

*Daha once hazirlanan ve karanlikta bekletilen konjugattan, 50 pl kullanilan tiim kuyulara eklenir.
*Plate’in lizeri kapatilip karanlikta, oda 1sisinda 30 dk shaker’da inkiibe edilir.

*Siire sonunda 150 pl yikama soliisyonu eklenir ve karistirilir.
® Luminex- cihazinda okunur.

® Matchit-antibody programinda analiz edilir.
15.Anti HLA CLASS I (Single Antijen), Anti HLA CLASS II (Single Antijen) TESTI PROSEDURU:
(Calismada millipore filtreli plate kullanilir)

e BUtln reaktifler oda isisina cikarilir.
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Beadler vortekslenir.

Plate kuyulari 100 pl distile su ile islatilir ve 2 dk sonra aspire edilir.

Biitlin kuyulara 40 ul bead konur

Belirlenen kuyulara 10 pl serum eklenir.

Oda sicakhginda karanlikta 30 dk galkalayicida inklibasyon yapilir.

100 ul wash solisyon eklenir ve aspire edilir.

3 defa 250 pl wash solisyonu ile yikanir.

50 ul dilie edilmis konjugat eklenir(5 ul konsantre konjugat+45 pl wash sollisyon 6rnek basina)
Oda sicakhginda karanlikta 30 dk ¢alkalayicida inkiibasyon yapilir.

inkiibasyon sonrasinda 130-150 pl wash sollisyon eklenir ve her kuyu pipetaj yapilarak beadler
resuspese edilir.

Luminex cihazinda okutulur

MatchIT Antibady Softwarinde analiz edilir.

16. DIS LABORATUVAR HiZMET ALIMI
Yiiksek ¢oziiniirliiklii HLA testi calisiimasi gerekli olan Kemik iligi nakli yapilacak hastalar icin
dis laboratuvar test istemi ‘’Doku Tiplendirme Laboratuvar: dis laboratuvardan test hizmet
alim prosediirii’ne uygun olarak yapilir. Sonuglar 1,5 ay igerisinde sonuglanmaktadir. Dig
laboratuvarda c¢alisilan test sonuglari eksiksiz bir sekilde laboratuvarimiza ulastiktan sonra,
laboratuvar sonu¢ formumuza gore (raporda testin ¢alisildigi dis laboratuvar ismi ve adresi de
belirtilerek) raporlanir ve ilgili birimin doktoru veya doktorun gorevlendirdigi personele imza
karsilig1 teslim edilir.

EK-1: DOKU TiPLENDIRME LABORATUVARINDA CALISILAN TESTLERE AIiT
ORNEK ALINMASI TALIMATI

1. AMAC: Orneklerin dogru bir sekilde alinmasi ve doku tiplendirme laboratuvarina uygun zamanda ve
kosullarda ulastirilmasi

2. KAPSAM: Doku tiplendirme laboratuvarina érnek gonderen tiim birimler

3. SORUMLULAR: Doku tiplendirme laboratuvar sorumlusu, Doku Tiplendirme Laboratuvar Sorumlu
Yardimcisi, Laboratuvar Teknik Sorumlusu

4. FAALIYET AKISI:
e Doku Tiplendirme Laboratuvarinda Cahlisilan Testlere Ait Ornek Alinmasi
4.1 Kan Ornekleri Alim Kurallar:

411
4111

4112
4113
4114

412
4121
4122

Kan almadan once asagidaki malzemeleri hazir bulundurunuz:

Deri dezenfeksiyonu: %70'lik alkol (izopropil alkol, etanol) veya %10'luk povidon iyot,
swablar, gazli pedler, yara bandi.

Tek kullanimlik lateks veya vinil eldivenler

Turnike, adaptor, igne uglar1 veya tek kullanimlik siringalar

Etiketler ve kalem

Tiim yukarida bahsedilenler gz éniine alindiktan sonra;

Kan alma isleminden 6nce ellerinizi iyice yikayiniz.

Hastanin kimligini dogrulaymn. Bunu hastanin ismini sorarak veya kimlik kartim1 gorerek
yapabilirsiniz.
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4123

4124

4125

4126

4.1.2.7

4128

4129

4.1.2.10

41211

41.2.12

4.1.2.13

4.1.2.14

4.1.2.15

4.1.2.16
4.1.2.17

4.1.2.18

4.1.2.19

4.1.2.20

41221

4.1.2.22

Hasta sandalye veya koltuga rahat bir pozisyonda oturmali, kolunu diiz bir sekilde uzatarak
kolluga yerlestirmelidir. Kol dirsekten biikiilii halde olmamalidir, hastanin kolunu omuzdan
bilege kadar diiz uzatmasini saglayin.

Oturarak/yatarak ve ayakta durarak kan alma pozisyonlari, sonuclar1 ciddi anlamda etkiler.
Yatarak ve oturma pozisyonu arasindaki fark % 5-15" dir !!!

Biiyiik yarali veya hematomlu koldan, mastektomili kadinlarda memenin alindig1 taraftaki
koldan, iyilesmekte olan yanik alanlarindan kan alinmamalidir. Hematom bolgesinden alinan
numuneler hatali test sonuglarina yol agabildigi icin diger bir ven bdlgesi mevcut degilse
numune hematomun alt kismindan almabilir.

Hastadan ne kadar hacimde kan alinacagini belirleyin, istenen testler icin uygun sayida ve
tiirde tlip ve uygun igne se¢ip hazirlayin. En sik kullanilan igneler 19-22 numaradir.

Numara biiyiidiik¢e cap kiigiiliir, normal eriskinde genellikle 21-yesil uclu veya 22-siyah uglu
kullanilir.

Eger venoz kan toplayacaksaniz, uygun veni segin. Biiyiik ve dolgun venleri se¢gmek i¢in her
iki kolu kontrol edin. Yetigkinlerde antekubital fossada kalin ve derinin yiizeyine yakin veni
tercih edebilirsiniz.

Kan alinacak bolgenin ¢evresini, %70'lik izopropanolle doymus gazli bezle, dairesel
hareketlerle ve kan alma bolgesinden disa dogru temizleyin.

Hemolizi ve hastadaki yanma duygusunu onlemek igin bolgenin hava ile kurumasini
saglamalisiniz.

Kan alma bélgesinin 10-15 c¢m iizerinden turnikeyi uygulayip, Isaret parmag: ile venlerin
gecis yolunu palpe edin.

Alim yapilacak ven bolgesine gerekirse isaret parmagi ile ve ikinci parmakla hafifce vurarak
venin dilate olmasini saglayin.

Hastanin yumrugunu bir iki defa acip kapamasini sdyleyerek venlerin daha belirgin olmasi1 da
saglanabilir ama agir1 el pompasi kan akiminmi aktive etmek igin gerekli degildir ve
kac¢inilmalidir, bu hareket plazma potasyum, fosfat ve laktat konsantrasyonlarini arttirir.
Damara girme ve kan alma kola turnike baglandiktan sonra 1 dakika i¢inde tamamlanmalidir.
Eger yeniden kan almamz gerekirse diger kol kullanilmalidir. Kola uzun siire turnike
uygulanmasi sonucu protein konsantrasyonunda, proteine bagli ve hiicresel komponentlerde
artisa sebep olabilir.

Inflizyon yapiliyorsa infiizyon 3 dakikaligina durdurulmali ve sonra tercihen diger koldan kan
almmalidir.

Vakumlu kan tiipiine kan almak i¢in, kan alma tiipii tutucusuna ignesini vidalayn.

Vene girmek icin igneyi, kan alinacak venle hizalayip, deriye yaklasik 15 derecelik ag1
yapacak sekilde venin i¢ine 0,5-1cm itin.

Igne yerine yerlestikten sonra tiip, tipayr delmek ve vakumu bosaltmak amaciyla ileri
(adaptore dogru) bastirtlmalidir. Tiipii ¢ok ileri itmeyin, boylece ignenin tiip kapagini delmesi
ve vakumun erken kaybina yol agmasini 6nlemis olursunuz.

Kan tiipiin i¢ine akmaya bagladiginda igne hareket ettirilmeden turnikeyi gevsetiniz.

Vakum bitinceye kadar tiip doldurulur, sonra tiip adaptorden gekilir ve yerine baska tiip
sokulur.

Kan alma tiiplerine su sirayla kan almaya 6zen gosteriniz. Once katki maddesiz kirmiz1 yada
sar1 kapakli diiz tiiplere sonra sitrat igeren mavi kapakli koagiilasyon tiiplerine sonra sira ile
kirmiz1 yada san kapakl jelli diiz tiipler, yesil kapakli heparinli tiipler, mor kapakli, EDTA
iceren, hemogram tiipleri ve gri kapakli okzalat-fluoridli tiiplere kan aliniz.

Tiiplerin agzim sikica kapatin, tiiplerin iginde katki maddesi veya antikoagulan varsa tiipleri
yavasca 5-7 kez alt list ederek karistirm.
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4.1.2.23 Kan alma iglemini tamamladiginizda, igneyi geri ¢ektikten sonra sizinti olmamasi i¢in hastaya

kuru gazli bez veya pamuk vererek, kan alinan bolgeye 2,5 dakika bastirmasi ve kolunu
yukariya dogru tutmasini saglayin. Sonra yara bandi yapistirin.

4.1.2.24 Alinan numuneler kan ise ayni giin calisgilmiyorsa +4 °C derecede buzdolabinda 1 gece

bekletilebilir. Daha uzun siireler kalacaksa serumlart ayrilarak -20 °C derecede dondurulup
saklanir. Calisilacagi zaman ¢ozdiiriiliir.

4.1.2.25 Kan alma i¢in kullandigimiz igne uclar1 ve enjektor uglarini da sari renkli tibbi atik kovasina

atiiz.

4.1.3 Kan aldiktan sonra;

4131

4.1.3.2

4.1.3.3

4134

4.1.4

Antikoagiilanh tiiplere kan aldiysaniz tiipleri nazik bir sekilde en az 5-6 defa alt {ist etmeyi
unutmayin

Tiim tiipleri hastanin ismi veya kimlik numarasi, kan alinan saat ve tarih ve kan alan kisinin
bas harflerinin yazili oldugu barkotla etiketleyip, Test Talep Formundaki doldurulmasi
gereken bilgileri kontrol edin.

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

Tiipler sallanmamalidir. Kuvvetli bir karistirma kdpilirmeye 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. Damara girildikten sonra, kapagin iist kismi, artik kan
kapsayabilir. Kanla temas edilmemesi i¢in uygun Onlemleri alinmalidir. Herhangi bir igne
tutacagina (holder) kan bulastiginda, tehlikeli oldugu diisiiniilmeli ve derhal ¢ope atilmalidir.
Kan aldiktan sonra Hematom olusmamasi icin asagidaki kurallara dikkat edin;

41.41  Venin sadece 6n duvari delinir.
4.1.4.2 Igneyi ¢ikarmadan &nce turnike kaldirilir.
4.1.43  Sadece biiyiik venler kullanilir. Yiizeyel ince venlerden alinmaz.

4144

415
4151
4152
4153
4154
4155

4.15.6
4.1.6
416.1

4.1.6.2

4.1.7
41.7.1

Ignenin venin 6n duvarina tamamen girdiginden emin olunur. Kismen girmesi kanin yumusak
dokuya sizmasina neden olabilir.

Kan 6rnegi alinamazsa;

Ignenin pozisyonunu degistirin, igne venin ¢ok uzagindan giris yaptiysa igne geri cekilmeli,
Igne venin ¢ok uzaginda degilse vene dogru ilerletilmelidir. Igne yarim tur déndiiriilebilir.
Bagka bir tiip deneyin, tiipiin vakumu kalmamis olabilir.

Turnikeyi gevsetin. Cok siki uygulanmis bdylece kan akimini durdurmus olabilirsiniz.

Vene sondaj yapmak (igneyi dik sokmak) hastada agriya yol actig1 i¢cin bu hareketten kaginin.
Cogu zaman ilk girilen bolgenin altinda bir yere girilmesi 6nerilir.

Hig bir zaman iki defadan fazla giris yapmayin.

Kan Ornekleri Verilmeden Once Dikkat Edilmesi Gereken Kurallar

Doku tiplendirme laboratuvarinda yapilan testlerin hi¢ biri 6n hazirlik gerektiren testler
degildir. Ancak kan vermeden 6nce dikkat edilmesi gereken bazi konular vardir.

Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin PRA kontrollerinde ve Lenfosit ¢apraz uyum
testlerini yaptirmadan Once as1 olmalari, diyalize girme zamanlar (ayni1 giin kan verilmemesi
oOnerilir) ,hastalarin gegcirdikleri enfeksiyonlar varsa daha oOnceki nakil bilgileri, kan
transflizyonlar1 ve bayan hastalarin gecirdigi gebeliklerin bilinmesi bu testlerin sonuglarinin
analizinde 6nemlidir. Bu etkenler ayn1 zamanda test sonuglarini da etkilemektedir.

Doku Tiplendirme Laboratuvari icin Ornek Alim Tiipleri

Mor Kapakh Tiipler: Tiip duvarinin i¢ kismi EDTA K2 veya EDTA K3 ile kaplidir. Tiip %8
stvi EDTA ile saglanir. EDTA kalsiyum iyonlarin1 baglar ve boylece pihtilagsmayi bloke eder.
Bu tiipler gercekte agilmaksizin dogrudan ornekleme analizlerinde kullanilir. Eritrosit,
Lokosit, ve trombositler EDTA pihtilasmamis kanda 24 saat siiresince duragan kalir 3 ml tam
kan mor kapakli EDTA'l1 tiiplere alinir. Tiplerin igerisinde pihti olusmamasi i¢in kan alinir
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41.7.2

41.7.3

41.7.4

4138
418.1
4.1.8.2
4183

4.1.9
4191

419.2

4193

4194

4.1.9.5

4.1.9.6

4197

4198

almmaz tiip 5-6 kez yavasca alt {ist edilerek karistirilir. Calkalama isleminden kesinlikle

kaginilmalidir. Kan alimi esnasinda kanin isaretli ¢izgiye kadar doldurulmasma o6zellikle

dikkat edilmelidir. Kan tam olarak tiip lizerindeki isaretli ¢izgiye kadar alinmamis veya tiipiin

icerisinde piht1 olusmus ise yeniden 6rnek alinmalidir.

Sar/Kirmizi1 Kapakh Tiipler: Sar1 kapakl plastik jelli tiip veya kirmizi kapakl plastik jelli

tiip,

Tiipler icinde bulunan jel, santrifiij sonrasinda serum ve kan hiicreleri arasinda fiziksel bir

engel olusturmakta, tiip ¢ceperinde bulunan silika partikiilleri sayesinde serum pihtilagmasini

hizlandirmaktadir.

Tiip kesinlikle ¢alkalanmamalidir.

Doku Tiplendirme Laboratuvarindaki Testlere Ait Ornek Tiipleri

Mor Kapakh Tiip (EDTA’LI) Doku Tiplendirme Testlerinde

EDTA’h veya ACD’li tiip cross-match testinde kullanilir

Sar1 Kapakh Jelli Tiip:(PRA ve Lenfosit Cross Match, testlerinde kullanilir.)

Doku Tiplendirme L aboratuvarina Orneklerin Transferi:
Hastanemiz ozel kan alma, merkez kan alma ve c¢ocuk kan alma biriminde alinan
kanlarin laboratuvarimiza transferi doku tiplendirme laboratuvarinda gorevli personel
tarafindan giin icerisinde saat 11:00 ve 15:00 olmak {izere 2 defa gerceklestirilir. Gorevli
personel” Kan Alma Talimati”na gore alinmis 6rnekleri 6rnek tasima kabinda 6rnek teslim
formuyla(érnek teslim formu-1) birlikte laboratuvarimiza ulagtirmaktadir. Saat 15:00’ten
sonra alinan kanlar kan alma birimindeki gorevli personel tarafindan +4 derecede muhafaza
edilir, ertesi giin laboratuvara ulastirilir.
Servislerden alman ornekler ilgili servisin personeli tarafindan alinir alinmaz
laboratuvara ulastirilir, laboratuvardaki ilgili personel 6rnek iizerindeki bilgileri
kontrol ederek imza karsilig1 6rnegi getiren servis personelinden teslim alir. (6rnek
teslim formu-2)
Lenfosit cross match testleri i¢in alinan kanlar ise bekletilmeden alinir alinmaz laboratuvara
ulastirilir. Numune kabul saati cross match testi i¢in en geg saat 10:00 dur.
Dr. Feyyaz Etiz Hematoloji ve Onkoloji hizmet binasinda alman kan ornekleri ilgili
birimin kan transferinde gorevli personeli tarafindan numune transferi talimatina
uygun sekilde 6gleden 6nce saat 11:00, 6gleden sonra saat 15:00°te laboratuvarimiza
ulastirilir. Laboratuvarimiza ulasan 6rnekler numune kabul kriterlerine uygunlugu
kontrol edilerek imza karsiligi teslim alinir. (6rnek teslim formu -4)
Organ nakli merkezinde alinan kan 6rnekleri ilgili birimin kan transferinde goérevli
personeli tarafindan numune transferi talimatina uygun sekilde laboratuvarimiza
ulastirilir. Laboratuvarimiza ulasan 6rnekler numune kabul kriterlerine uygunlugu
kontrol edilerek imza karsiligi teslim alinir. (6rnek teslim formu -5)
Hastanemiz Doku Tiplendirme Laboratuvarindan hizmet alimi yapan hastanenin &rnekleri
giin igerisinde drnek transferinde gorevli personel tarafindan laboratuvarimiza imza karsilig
teslim edilir.(6rnek teslim formu-3)
Kadavradan organ nakillerinde istemi yapilan numuneler bekletilmeden gorevli personeller
tarafindan imza karsilig1 laboratuvara teslim edilir.
Hastanemiz Doku Tiplendirme laboratuvarindan hizmet alimi yapan hastanenin kadavradan
organ nakillerinde ise 6rnek istem girisleri mesai saatleri igerisinde hastanemiz Dahiliye
Romatoloji-immiinoloji Bilim Dali otomasyon sekreteri tarafindan yapilir. Mesai saatleri
disinda ise girisler hastanemiz acil biriminden gerceklestirilerek ornekler bekletilmeden
gorevli personeller tarafindan imza karsiligi laboratuvara teslim edilir.
Numunelerin transferi esnasinda personele ve gevreye bulasi onlemek icin tagima islemi
azami dikkat gostererek yapilir.
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4199

Orneklerin laboratuvara transferi drnek tasima kabinimn yer aldigi, tasima cantasi igerisinde
gerceklestirilir.

4.1.9.10 Transfer islemi esnasinda personel koruyucu eldiven giymelidir.

419.11
4.1.9.12

4.19.13

Numune kapaklarinin sikica kapandigindan emin olmalidir.

Numune kaplar1 tasima kabina devrilmelerini Onleyecek sekilde DIKEY olarak
yerlestirilmelidir.

Numuneler tasima kabinda oda 1sis1 sicakliginda tasinmalidir. Numune kabinin isisinin
numune kabinda yer alan 1s1 6lger araciligiyla uygun 1s1 araliginda (22-24 °C) olup olmadig1
kontrol edilir ve 1s1 dereceleri kayit altinda tutulur.

4.1.9.14 Tasima kab1 igerisine yerlestirilen 6rnekler teslim alinir alinmaz en kisa siirede (maksimum

4.1.9.15

4.1.9.16

30 dk igerisinde) laboratuvara ulastirilir.

Transfer esnasinda sert ve ani hareketlerden kaginilmali, numunelerin ¢alkalanmamasina
dikkat edilmelidir.

Tasima kaplariin temizligine dikkat edilmelidir. Her hafta mesai bitiminden once
deterjanli su, ardindan %1 lik ¢amasir suyu ile temizlenir. Eger kap icine biyolojik materyal
bulasmissa iizerine %10 luk camasir suyu ile 1slatilmis gazli bez, kagit havlu vb.ile kapatilip
15 dk bekledikten sonra temizlenir.

4.1.9.17 Tlgili cahisanlara 6rnek alimi ve transferi konusunda egitim verilmistir.

4.1.10

Orneklerin Laboratuvara kabulii

4.1.10.1 Tlgili poliklinik ya da servislerdeki gorevli personel numuneleri barkod okuyucusundan

gecirerek materyal kabuliinii gerceklestirir.

4.1.10.2 Kan transferinde gorevli personel tarafindan laboratuvarimiza teslim edilen ornekler, test

istem formlari, tiiplerin tizerindeki barkod bilgileri kontrol edilerek teslim alinir. Teslim
alman Orneklerin numune kabullerinin kontrolii ve deftere kayitlar1 laboratuvarda 6rnekleri
calisan kisiler tarafindan yapilir.

4.1.10.3  Ornekler test rehberinde belirtilen kabul ve red kriterlerine gore kabul edilir.
4.1.10.4 Laboratuvar tarafindan reddedilen ornekler aylik olarak analiz edilmeleri igin kayit altina

4111

almir. Bu 6rnekler icin gerekli diizenleyici onleyici faaliyet baslatilir.
Doku Tiplendirme Laboratuvarinda Test Sonuclarinin _Onaylanmasi _ve Sonuclara
Erisim: --Laboratuvar sorumlu ve sorumlu yardimcisi analiz siireci tamamlanan test
sonuclarinin kontrollerini yaparak onaylar.
Uzman onay1 tamamlanmig HLA-SSO yontemi ile ¢aligilmis kemik iligi nakli olacak hasta ve
donorlerinin sonuglari ilgili birimlerin sonu¢ almak i¢in gorevlendirdikleri personele doku
tiplendirme laboratuvarinda imza karsiligi teslim edilir. Hasta veya hasta yakinlarina sonug
verilmez. LBYS sistemine sonug aktarilmaz.
HLA-SSO/SSP yontemi ile ¢alisilmig olan bobrek nakli olacak hasta ve donérlerinin sonuglar
dogrudan Saglik Bakanlig sitesine (TDIS) girilir.
HLA-SSP yontemiyle ¢alisilan, HLA-B*57:01 sonuglar1 ilgili birimin personeline imza
karsilig1 teslim edilir.
HLA-SSO yontemiyle c¢alisilan HLA-B sonuglar ilgili birimin personeline imza karsilig
teslim edilir.
PRA tarama , PRA tanimlama, Anti HLA Class | ve Anti HLA Class Il ve Cross-match testi
sonuglar1 otomasyon sisteminden girilir. Hizmet alim1 yapan kurumlara ise; pra ve cross match
testi sonuglari ilgili personele imza karsiligi teslim edilir.
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Doku Tiplendirme Laboratuvar: Sonuclarina Erisim ve Sonu¢ Teslim Siiresi

TEST ADI ORNEK YONTEM CALISMA RAPORLAMA TUP
GUNU TARIHI
HLA Testleri Tam Kan Molekiiler Mesai Saatleri | lay (HLA-SSO) EDTA’Ih
Yontem
15 giin (HLA-
SSP)
PRA Testleri Serum Serolojik Mesai Saatleri 1ay Diiz Tiip
Yontem
Anti HLA Class | Serum Serolojik Mesai Saatleri 1ay Diiz Tiip
Yontem
Anti HLA Class |1
Cross-Match Testi | Serum ve Serolojik Mesai Saatleri 1 giin Diiz Tiip ve EDTA/
Tam Kan Yontem ACD’li tiip

Ornek alim icin hastalara verilen sira numarasin ver aldigi bilgilendirme fisinde testlerin

sonuclanma siireleri ile ilgili hastavi bilgilendirici bilgiler yer alir.

EK-2: DOKU TIPLENDIRME LABORATUVARINDA CALISILAN TESTLERIN LiSTESI

DOKU TiPLENDIRME TESTLERI
[1 HLA-A ( Diisiik ¢oziiniirliik)

[1 HLA-B (Diistik ¢oziiniirliik)

[1 HLA-C (Diisiik ¢oziiniirliik)

[1 HLA-DR (Diistik ¢oziiniirliik)

[1 HLA-DQ (Diisiik ¢oziiniirliik)

HLA ANTIKOR TARAMA , TANIMLAMA , Anti HLA Class | , Anti HLA Class || TESTLERI

[J PRA HLA Class | tarama

[1 PRA HLA Class Il tarama

[1 PRA HLA Class I spesifik Ag tanimlama

[1 PRA HLA Class II spesifik Ag tanimlama

[1 Anti HLA Class I(Single Antijen)

1 Anti HLA Class I1(Single Antijen)

CROSS MATCH TESTLERI

[1 CDC Cross Match (Kompleman Bagimli Sitotoksisite)

DOKU TiPLENDIRME TESTLERI

Es Anlamh HLA Tipleme

Metod SSP, Luminex SSO

Numune Tiirii EDTA’l1 kan

Numune Miktar1 3 ml

Numune Kabi1 Mor Kapakli Tiip

Calisma Zamani Her Giin

Sonu¢ Verme Siiresi : SSO (1 ay ), SSP ( 15 giin)
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BALCALI HASTANESI

DL.RH.01

DOKU TIPLENDIRME LABORATUVARI Yayin Tarihi: 29.04.2014
TEST REHBERI DE&ISIKLIK NO: 07

DEGISIKLIK TARIHI: 10.10.2022

Numune Red Kriteri Barkodsuz, pihtili, hemolizli, 3 cc’den az, 48 saatten fazla siirede laboratuvara
ulagmis kanlar, uygun tiipe alinmamis ve yeterli miktarda alinmamis kanlar, tiipiin kapaginin kapal
olmadigi kanlar, hasta ad-soyad- numunenin tiirii bilgisi yazilmamis kanlar, ¢alisilacak test tiirii bilgisi
olmayan kanlar kabul edilmez.

Numune Kabul Kriterleri Pihtili ve hemolizli olmayan, ¢alisilacak teste yeterli miktarda ve uygun
tiipe alinmig, oda sicakliginda (22-24 °C) muhafaza edilmis, hasta ad-soyad- numunenin tiirii,calisilacak
test bilgisi yazilmis kanlar kabul edilir

Not: Kadavra vericili nakillerde doku tipleme ¢alisma siiresi 3-4 saattir.

HLA ANTIiKOR TARAMA , TANIMLAMA, Anti HLA Class | ve Anti HLA Class II
TESTLERI

Es Anlamh PRA,

Metod Luminex

Numune Tiirii Kan

Numune Miktari 5 ml

Numune Kabi Kirmizi/Sar1 Kapakli Jelli Tiip

Calisma Zamani Her Gilin

Sonu¢ Verme Siiresi 1 ay

Numune Red Kriterleri: Barkodsuz, pihtili, hemolizli, 5 cc’den az, 48 saatten fazla siirede
laboratuvara ulasmis kanlar,uygun tiipe ve yeterli miktarda alinmamis kanlar, tiiptin kapaginin kapali
olmadigi kanlar, hasta ad-soyad- numunenin tiirii bilgisi yazilmamis kanlar, ¢aligilacak test tiirii bilgisi
olmayan kanlar kabul edilmez

Numune Kabul Kriterleri: Pihtili ve hemolizli olmayan, calisilacak teste yeterli miktarda ve uygun
tiipe alinmig, oda sicakliginda (22-24 °C) muhafaza edilmis hasta ad-soyad- numunenin tiirii, ¢alisilacak
test bilgisi yazilmis kanlar kabul edilir.

Not: Kadavra vericili nakillerde test ¢alisma stiresi 3 saattir.

CROSSMATCH TESTLERI

Es Anlamh LCM
Metod CDC
Numune Tiirii Verici: Edta’li kan

Alict: Serum
Numune Miktar1 vericiye ait 3 tiip edta’li kan, aliciya ait 1 adet 5 cc’lik jelli tipte kan
Numune Kabi Edta’li tiip, Kirmizi/Sar1 Kapakli Jelli Tiip
Calisma Zamam Randevulu
Sonuc¢ Verme Siiresi 1 Is Giinii
Numune Red Kriteri: Barkodsuz, pihtili, hemolizli, 48 saatten fazla siirede laboratuvara ulagmis
kanlar, uygun tiipe alinmamis ve yeterli miktarda alinmamis kanlar, tiipiin kapaginin kapali olmadigi
kanlar, hasta ad-soyad- numunenin tiirii bilgisi yazilmamis kanlar, ¢alisilacak test tiirii bilgisi olmayan
kanlar kabul edilmez.
Numune Kabul Kriterleri Pihtili ve hemolizli olmayan, ¢alisilacak teste yeterli miktarda ve uygun
tipe alimmis, oda sicakliginda (22-24 °C) muhafaza edilmis, hasta ad-soyad- numunenin tiird,
calisilacak test bilgisi yazilmis kanlar kabul edilir
Uyar: Diyaliz hastalar1 test 6rneklerini diyalize girmeden 6nce vermelidirler.
Not: Kadavra vericili nakillerde ¢alisma siiresi 4 saattir.

19




T.C
CUKUROVA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BALCALI HASTANESi MERKEZ LABORATUVARI

DOKU TiPLENDIRME LABORATUVARI

ADANA

ILETiSiM REHBERI

DOKU TiPLENDIRME LABORATUVAR SORUMLUSU
PROF. DR. OZLEM GORUROGLU OZTURK

DAHiLI : (3145)

DOKU TiPLENDIRME LABORATUVAR SORUMLU
YARDIMCISI
OGR.GOR.SUZAN DiNKCi
OGR.GOR.GULCIN DAGLIOGLU

DAHiLI : (3145)



