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1.0 AMAC

KTU Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Farabi Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari Test
Rehberi, laboratuvar isleyisini basta klinisyenler olmak fiizere diger hastane ¢alisanlariyla paylasmak,
laboratuvar isleyisi konusunda bilgilendirmek ve olabilecek aksakliklari gidermek amaciyla hazirlanmistir.

2.0 KAPSAM

KTU Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Farabi Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvarr Test
Rehberi laboratuvar ¢aliganlari, 6rnek gonderen doktorlari, 6rnek transferini yapan personeli, laboratuvara
gelen tiim Ornekleri kapsar.

3.0 KISALTMALAR

HBYS: Hastane Bilgi Yonetim Sistemi

HLA: Human Leukocyte Antigen (Insan Lékosit Antijeni)
DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

PRA: Panel Reaktif Antikor

DSA: Donoér Spesifik Antikor

GVHD: Graft-versus-host hastaligina

LIS: Laboratuvar Isletim Sistemi

LCM: Lenfosit Crossmacth

EDTA: Etilendiamin tetraasetik asit

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

FCS: Fetal Calf Serum

RBC: Red Blood Cell (Kirmiz kan Hiicresi)

SSP: Sequence Specific Primer (Diziye Ozgii Primer)
SSO: Sequence Specific Oligonucleide

TBE: Tris-Borate-EDTA

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz zincirleme tepkimesi)
UV: Ultraviole

DL: Doku Laboratuvari

AO: Acridine Orange

EB: Ethidium Bromide

UKNEQAS: United Kingdom National External Quality Assessment Scheme

4.0 TANIMLAR

i¢c (Internal) Kalite Kontrol: Sonuglar1 énceden bilinen normal ve patolojik kontrol 6rnekleri hasta drnegi
gibi analiz edilerek, elde edilen degerlerin beklenen araliklarda olup olmadig: kontrol edilmesidir.

Dis (Eksternal) Kalite Kontrol: Doku tipleme laboratuvari test sonuglarinin uluslararast 6lgekte diger
laboratuvarlarin performansi ile karsilastirilarak degerlendirilmesidir.

Doku Grubu Antijenleri: HLA, Ingilizce “Human Leukocyte Antigen” kelimelerinin kisaltilmis halidir.
Cok sayida ve gesitte HLA antijen ¢ifti bulunur (en iyi bilinenleri A, B, C, DR, DQ ve DP'dir). Anne ve
babamizdan bu antijenlerin her birinden birer tane aliriz (ve ¢ocuklarimiza her ciftten birer tanesini kalitsal
olarak aktaririz). Serolojik yontemler ile doku tipi antijenleri belirlenir.

HLA’lar1 kodlayan gen bolgesi insanda 6. Kromozom iizerinde bulunur. insan genomundaki en
polimorfik gen bolgesidir. Molekiiler testler doku tipi antijenlerini kodlayan bu genlerin belirlenmesini
saglar.

Amlifikasyon: Bir DNA parcasinin kopya sayisinin in vitro ya da konak hiicresi iginde fazla iiretilerek
artirilmasi.

Hibridizasyon: Yapay olarak ¢ogaltilmis ve DNA problar olarak hazirlanmis olan spesifik DNA
frangmentlerinin niteligi arastirilacak olan hedef DNA molekiilii ile birlestirilmesi islemidir.

Panel Reaktif Antikor (PRA): Bobrek nakillerinde HLA antijenlerine kars1 gelismis antikorlar graft sag
kalimini etkileyen en onemli faktorlerden biridir. Bu antikorlar, red olmus nakiller, gebelik ve kan
transflizyonlar1 nedeniyle olusabilmekte ve genel olarak Panel Reaktif Antikor (PRA) adin1 almaktadir.
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Donér Spesifik Antikor (DSA): Vericiye 6zgii antikorlardir. Nakilden 6nce bu antikorlarin saptanmasi,
rejeksiyon riski olan nakillerin belirlenmesine yardim eder. Ciinkii lenfositler HLA antijenlerini yiiksek
oranda eksprese eder ve DSA’larin belirlenmesi i¢in hedef hiicre olarak segilirler.

Kan Transfiizyonu: Kan transfiizyonlar: anti-HLA antikor olusumu i¢in en biiyiik risklerden biridir.
Ortalama 1-5 Unite tam kan transfiizyonu sonras1 antikor gelisme riski vardir.

Multipar gebelik: Multipar birden fazla dogum yapmis birden fazla gebeligi (diisiik, kiirtaj hikayesi) olan
bayanlarda anti-HLA antikoru meydana gelebilir. Her gebelikte HLA antikoru olusmaz.

Doku veya Organ Transplantasyonlari: Antikorlar, organ nakilleri sonrasi goriilen rejeksiyonlarda hemen
artmaya baglar. Bu ylizden nakil sonras1 donemlerde rejeksiyon siiphesi olan hastalarda diizenli araliklarla
anti-HLA antikorlarina bakilmasi gerekir

Lenfosit Capraz Uyum Testi (Crossmatch): Doku grubu uyumlu vericisi olan, alici ve verici arasindaki
immunolojik cevaplart test etmek amaciyla, verici se¢iminden sonra alici ve vericinin serum ve hiicreleri
karsilikli olarak bir araya getirilir. Boylece, naklin hemen ardindan gerceklesecek hiperakut yada akut
yanitlarin olugsmast engellenir.

5.0 SORUMLULAR

e Bashekimlik

o Hastaneler Basmiidiirii

e Kalite Koordinatorliigii

e Doku Tipleme Laboratuvar Sorumlusu

e Boliim/Birim Kalite Temsilcileri

e Boliim /Birim Sorumlular:

e Doku Tipleme Laboratuvari Calisanlar

e Tiim Cahsanlar

6.0 FAALIYET AKISI

6.1 DOKU TIPLEME LABORATUVARI GENEL BIiLGILER

6.2 DOKU TIPLEME LABORATUVARINDA CALISILAN TESTLER VE YONTEMLERI
6.3 DOKU TIPLEME LABORATUVARI TEST GiRiSLERI

6.4 DOKU TIPLEME LABORATUVARI iCIN ORNEK ALIM TUPLERI

6.5 DOKU TIPLEME LABORATUVARINDA CALISILAN TESTLERE AiT ORNEK ALINMASI
6.6 DOKU TIPLEME LABORATUVARINA ORNEKLERIN TRANSFERI VE KABULU
6.7 DOKU TIiPLEME LABORATUVARI PERSONEL TANIMI VE EGITiMi

6.8 DOKU TIPLEME LABORATUVARI TEST YONTEMLERI

6.9 CALISILAN ORNEKLERIN RAPORLANMASI

6.10 KAYITLARIN SAKLANMASI

6.11 DOKU TIPLEME LABORATUVARI iC VE DIS KALITE KONTROL

6.12 STOK YONETIMIi

6.1 DOKU TIPLEME LABORATUVARI GENEL BILGILER

KTU Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Farabi Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari, solid
organ (bobrek, kalp ve karaciger) ve kok hiicre nakline hazirlanan hastalar ve onlarin potansiyel dondrleri
arasindaki, en iyi alici-verici uyumu, eslesmesi ve transplantasyon basarisi i¢in hayati énem arz eden bir
laboratuvardir. Bu anlamda laboratuvarimiz organ ve doku nakli hizmetleri i¢in gerekli destegi saglayarak
bu alandaki uygulamalarin basarili olmasmi saglar. Organ ve doku nakli Oncesi hasta ve vericiye ait
sonuglarin degerlendirilmesi, klinik olarak anlamliliginin saglanmasi ve risklerin belirlenmesi, hasta ve
organ sag kalimi i¢in kritik 6neme sahiptir.

Laboratuvarimizda rutin olarak yapilan testler yaninda molekiiler diizeyde arastirma amagl testler de
yapilmaktadir. Gerek doku uyumu tayini gerekse de i¢ ve dis kalite denetim uygulamalari ile verdigimiz
hizmetlerin kalite glivenligi saglanmaktadir.
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Misyonumuz; laboratuvarimizda uluslararasi kalite standartlarina ve etik kurallara uygun olarak,
bilimsel veriler 1s181nda, glivenilir, kaliteli, verimli bir hizmet sunmaktir.

Vizyonumuz; giiven, sayginlik konusunda lider, referans ve ulusal standartlara uygun bir laboratuvar
olmaktir. Doku Tipleme Testleri saat 08.00’de calisilmaya baslanir. Laboratuvarimizda her personel her isi
yapabilecek sekilde egitilmistir. Caligmalar uluslararasi yontemlere uygun sekilde ¢aligilir.

6.2 DOKU TIPLEME LABORATUVARINDA CALISILAN TESTLER VE YONTEMLERI
6.2.1 Doku Tipleme Testleri

HLA-A (Diisiik Coziniirliik, Yiksek Coziiniirliik)

HLA-B (Diisiik Coziiniirliik, Yiiksek Coziiniirliik)

HLA-C (Diisiik Coziiniirliik, Yiiksek Coziiniirliik)

HLA-DR (Diistik Coziiniirliik, Yiiksek Cozliniirliik)

HLA-DQ (Diisiik Céziiniirliik, Yiiksek Céziiniirliik)

HLA-DP (Diisiik Coziiniirliik, Yiiksek Coziniirliik)

HLA-B*27 (Diisiik Céziiniirliik)

HLA-B*5/51 (Diisiik Céziiniirliik)

PRA HLA Class | Tarama

PRA HLA Class Il Tarama

PRA HLA Class I Spesifik Ag Tanimlama

PRA HLA Class II Spesifik Ag Tanimlama

DSA (Donor Spesifik Antikor) Class I/ 11

CDC Crossmatch (Kompleman Bagimli Sitotoksisite)

6.2.2 Doku Tipleme Laboratuvar: Test Yontemleri

HLA Tipleme

SSP, Luminex LAB Scan 3D SSO,

EDTA’l1 kan

2 ml

Mor Kapakli Tiip

Her Gin

2 Hafta
NOT: Kadavra Vericili Nakillerde Doku Tipleme Calisma Siiresi 3 Saattir.
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Es Anlamh

PRA, DSA

Metod

Luminex LAB Scan 3D SSO

Numune Tiiri

Diiz Kan (SERUM)

Numune Miktari

3ml

Numune Kabi

Kirmizi/Sar1 Kapakli Jelli Tiip

Calisma Zaman

2 Hafta

Sonu¢ Verme Siiresi

2 Hafta

NOT: Kadavra Vericili Nakillerde Test Calisma Siiresi 2 Saattir

Es Anlamh

LCM

Metod

CDC

Numune Tiirii

Verici, ACD-A tiip

Alic1, ACD-A tiip +Serum (sar1 kapakli)

Numune Miktari

8ml ACD-A tiip (her tiip i¢in)

3ml Serum

Numune Kabi

Kirmizi /Sar1 Kapakli Jelli

Calisma Zamani

Her Giin

Sonu¢ Verme Siiresi:

1 Giin

NOT: Kadavra Vericili Nakillerde Calisma Siiresi 3 Saattir.

UYARI: Diyaliz hastalar1 test 6rneklerini diyalize girmeden 6nce vermelidirler.

6.3 DOKU TIPLEME LABORATUVARI TEST GIRISLERI
Poliklinige bagvuran tiim hastalara, Poliklinik sekreteri tarafindan hastaya ait kimlik dogrulamasi
yapilir ve giris islemleri tamamlanarak hasta muayene olmak tizere gerekli poliklinige yonlendirilir.
Muayene olan hastaya doku tipleme laboratuvari test istekleri HBYS {izerinde doktor modiili
iizerinden gerekli testler isaretlenir. Hasta erigskin veya ¢ocuk kan alma iinitesine yonlendirilir.

@ Laboratuvar istek Formu [BiM]

Dosia Mo Frotokol Mo

Saflik Bakanhg Tetkik Gruplan
@ 1. Grup 2. Grup

" Tiimu |

"

ErBiyokimya Laboratuvar

an Tahlilleri
idrar Tahlilleri
iicut Snnss Tahlilleri

ns Tetkikler
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—Parazitoloji

EH-Seroloji

EHmmiinoloji

—Molekiiler Testler

—Tuberkiloz Tams:
HHelikobakter Tamsi

s Tetkikler

Kan Bankasi Testleri

GHTIBBI GENETIK

EHDOKU TIPLEME / HEMATOLOJI LAB.
—Hemostaz Tetkikleri

—Periferik Kan

Hcemik Ihgi

—Ozel Boyalar

HMutasyon AnalizifHiicre Kiiltiirii
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—serolojik
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Pal / Serviz Res/Ucr.

KkaDiM =1
el (i yemie Tetkikleri gift tklayaral

iztepebilirziniz
~ | HLa-B2? Periferik venoz ka m

HLA&-, Feriferik venoz ka m
HLA4-E Periferik venoz ka pm
HLA-C Feriferik venoz ka m
HL&-DR Periferik venoz ka pm
HLA-DL Feriferik venoz ka m
HLA-DP Periferik venoz ka pm

HLA A B.C.OR.DADF [Donor Tarama)
HLA-4BDR [KEBY Haztas igin)

PRA Class |1 Tarama

FRA Clazs |-l Spesifik. Tanimlamsa

Pl

£

Test Rehberni [Mikrobiyoloiji]

Test Rehberi [Biyokimya)

Testler hakkinda detayh bilgi icin -

g Tetkik Rehben

Yeni Istekler | Onceki Istekler Red Mumuneler I

Tetkik Listesi [Yeni / Eklenen])
HL& &.B.C.DR.DO.DP [Donor Tarama) [Periferik venoz k

Birirn Figat :

PRA Class 11 Tarama [FPeriferik. veniz kan]

HLA-ABDR [KEY Hastasi igin] [Periferik wenoz kan)]

Feriferik venoz ka m

Periferik wenoz ka pm

Periferik venoz ka m

Periferik wenoz ka pm

WAV VIV Y IV YV Y Y Y

http: /labtestonline. org. tr/
ICD-10 Girig

Toplom Fict -

Istek Aciklamas

I Acil
Kaydet

-Temizle-

Konsiiltazyon Istek

Barkod Kontrol

I Telefon Rehberi . CIRLS I
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Hastalar, kan alma sekreterliginden giris yaparak HBYS iizerinden istegi goriilen tetkiklere ait
barkotlu tiiplerini alip kan alma hemsirelerine yonlendirilir. Hemsire tarafindan kimlik dogrulamasi
gerceklestirilen hastalarin kan alma islemi gergeklestirilir.

Laboratuvar tarafindan tanimlanmis ve gerekli egitimleri verilmis posta tarafindan belirli
periyotlarla giin icinde eriskin ve c¢ocuk kan alma {initesinden numuneler doku tipleme laboratuvarina
transfer edilir.

Laboratuvara transfer edilen numuneler, numune kabul birimi tarafindan karsilanip kabul formu ile
birlikte ilgili caligma alanlarina (serolojik, molekiiler veya immiinolojik) aktarilir.

Hl m ||‘||I I‘l N.Alm Tarihi : 05.07.2021 08:30 - POL
Nalan Kisi - [
3 Kabul Tarihi : 05.07.2021 09:32
Servis / Pol. : Dahiliye Pglikliniai
isteyen Dr. : Asistan Dr_

Yas: 65, Cinsiyet E

Dosya No
Adi Soyadi
H (DOKU TIPLEME) MR”~H (DOKU TIPLEME) MR

TANI : M02.96 Reaktif artropati, tanimlanmamig, bacak
K58.9 irritabl barsak sendromu, diaresiz

E£55.9 Vitamin D eksikligi, tanimlanmamig
ACIKLAMA :

HLA-B27 (Periferik venoz kan)

Numune Kabul Formunda

Numune kabul formunda.
Dosya/Protokol No

Hastanin Ad1 Soyadi

Numune Alim Tarihi

Numuneyi alan tanimli hemsire
Numunenin karsilanma Tarihi/Saati
Hangi poliklinikten istendigi

Istegi yapan hekim bilgileri mevcuttur.

6.4 DOKU TIPLEME LABORATUVARI iCIN ORNEK ALIM TUPLERI
6.4.1 Mor/Pembe Kapakh Tiipler

Tiip duvarimin i¢ kismi EDTA K2 veya EDTA K3 ile kaphdir. Tiip %8 sivi EDTA ile saglanir.
EDTA kalsiyum iyonlarin1 baglar ve bdylece pihtilasmay1 bloke eder. Bu tiipler gergekte agilmaksizin
dogrudan 6rnekleme analizlerinde kullanilir. Eritrosit, lokosit, ve trombositler EDTA pihtilasmamis kanda
24 saat siiresince duragan kalir 2 ml tam kan mor kapakli EDTA'l1 tiiplere alinir. Tiiplerin igerisinde pihti
olusmamasi igin kan alinir alinmaz tiip 5-6 kez yavasca alt list edilerek karigtirtlir. Calkalama igleminden
kesinlikle kagimilmalidir. Kan alimi esnasinda kanin isaretli ¢izgiye kadar doldurulmasina 6zellikle dikkat
edilmelidir. Kan tam olarak tiip lizerindeki isaretli ¢izgiye kadar alinmamis veya tiipiin icerisinde piht1
olusmus ise yeniden 6rnek alinmalidir.

6.4.2 Sarv/Kirmzi1 Kapakh Tiipler

Sar1 kapakli plastik jelli tiip veya kirmiz1 kapakli plastik jelli tiip.Tiipler i¢inde bulunan jel, santrifiij
sonrasinda serum ve kan hiicreleri arasinda fiziksel bir engel olusturmakta, tlip ¢eperinde bulunan silika
partikiilleri sayesinde serum pihtilagsmasini hizlandirmaktadir.
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6.4.3 Acik Sar1 Kapakh Tiipler
Tiipiin igerisinde 1,5ml ACD-A bulunmaktadir. Piht1 dnleyici (anticoagulant) ACD-A harekete
gecer, boylece pihtilagsmay1 bloke eder ve seruma ek olarak pihtili kan yerine tam kan/plazma 6rnegi liretir

TUPLER ICERIK ETKISi KULLANILDIGI TESTLER

PRA HLA Class | Tarama
PRA HLA Class Il Tarama

1 Ca— P1hF11akt1\;e;;<:fr Egﬁ;gé?éﬁ;‘(unu PRA HLA Class I Spesifik Ag Tanimlama
Ve el separalo PRA HLA Class II Spesifik Ag Tanimlama
7 Ca’u Baglayarak
‘,—j ¥ EDTA Pihtilasmay1 HLAA B, C, DR, DQ
HLA B27
Engellemek
| === ACD-A Pihtilasmay CDC Croosmatch
Onlemek

Tablo 1: Doku Tiplendirme Laboratuvarinda Kullanilan Test Tiipleri

6.5 DOKU TIPLEME LABORATUVARINDA CALISILAN TESTLERE AiT ORNEK ALINMASI
Doku Tipleme Laboratuvarinda yapilan testlerin higbiri 6n hazirlik gerektiren testler degildir. Ancak

kan vermeden Once dikkat edilmesi gereken bazi konular vardir.

e Kronik bobrek yetmezligi olan hastalarin PRA kontrollerinde ve Lenfosit ¢apraz uyum testlerini
yaptirmadan 6nce as1 olmalari,
Diyalize girme zamanlar1 (ayn1 giin kan verilmemesi nerilir),
Hastalarin gegirdikleri enfeksiyonlar,
Daha onceki nakil bilgileri,
Kan transfiizyonlari,

e Bayan hastalarin gecirdigi gebeliklerin bilinmesi,

Bu testlerin sonuglarinin analizinde Onemlidir. Bu etkenler ayni zamanda test sonuglarimi da
etkilemektedir.

6.5.1 Kan Orneklerinin Alinmasi

Hastane i¢i polikliniklerden ve kliniklerden gelen (Kemik iligi ve solid organ transplant adaylar1 ve
dondrlerinin) kan drneklerinde serolojik molekiiler diizeyde testler caligilir. Ayrica kadavra dondr i¢in doku
tiplemesi ve renal transplant adaylarina Lenfosit Crossmatch (LCM) galisilir.
6.5.1.1 Acil Servis ve Yatakh Birimlerde Kan Orneklerinin Alinmasi

Yatakli birimlerde ve Acil Serviste kimlik dogrulamasi yapildiktan sonra kan alma islemi
gerceklestirilir.

Hekim test taleplerini otomasyon sisteminde yapar. Klinik hemsiresi sistemde talepleri goriir.
Testlerin barkotlarini basar, tiiplere yapistirir. Barkotlarda hastanin kimlik tanimlayicilariyla birlikte, testin
adi, testin hangi servisten istendigi, 6rnegin alinis tarihi ve saati yer alir. Boylece numune alim tarihi ve saati
HBYS (Hastane Bilgi ydnetim Sisteminden) ve buna entegre ¢alisan Laboratuvar Isletim Sistemi’ne (LiS)
kaydedilmis olur.
6.5.1.2 Polikliniklerden Kan Alma Unitesine Gelen Hastalarin Kan Orneklerinin Alinmasi

e Kan Alma Unitesine gelen hastay1, iinite sekreteri karsilar.

e Unite sekreteri hastaya ait kimlik dogrulamasi yapar.

e Hastanin test istemlerini otomasyon sisteminde goriiliir, testlere ait barkotlar1 basar.

e Barkotlarda hastanin kimlik tanimlayicilariyla birlikte, testin adi, testin hangi poliklinikten istendigi
ornegin alinis tarih ve saati yer alir.

e Boylece 6rnegin alim tarihi ve saati HBYS (Hastane Bilgi yonetim Sisteminden) ve Laboratuvar

Isletim Sistemi’ne (LIS) kaydedilmis olur.

e Bashekimlik tarafindan ¢ocuk ve eriskin kan alma {initelerinde yetkilendirilmis hemsireler, Doku

Tipleme Laboratuvarindan verilen formu kontrol edip doldurarak kan alma islemini gerceklestirir.
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6.5.2 Kan Ornekleri Alim Kurallar:
Kan Almadan Once Asagidaki Malzemeleri Hazir Bulundurulur

Deri dezenfeksiyonu: %70'lik alkol (izopropil alkol, etanol) gazli pedler, yara bandi.
Tek kullanimlik lateks veya vinil eldivenler

Turnike, adaptor, igne uclar1 veya tek kullanimlik siringalar

Etiketler ve kalem

Tiim Yukarida Bahsedilenler G6z Oniine Alindiktan Sonra,

Kan alma igleminden 6nce ellerinizi iyice yikayiniz.

Hastanin kimligini dogrulayin. Bunu hastanin ismini sorarak veya kimlik kartin1 gorerek
yapabilirsiniz.

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, sonuglari ciddi anlamda etkiler. Yatarak
ve oturma pozisyonu arasindaki fark % 5-15" dir !

Biiyiik yarali veya hematomlu koldan, mastektomili kadinlarda memenin alindig: taraftaki koldan,
iyilesmekte olan yanik alanlarindan kan alinmamalidir. Hematom bdlgesinden alinan numuneler
hatal1 test sonuglarina yol agabildigi i¢in diger bir ven bolgesi mevcut degilse numune hematomun
alt kismindan alinabilir.

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

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

Eger venoz kan toplayacaksaniz, uygun veni se¢in. Biiyiik ve dolgun venleri segmek i¢in her iki kolu
kontrol edin. Yetiskinlerde antekubitalfossada kalin ve derinin ylizeyine yakin veni tercih
edebilirsiniz.

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

Hemolizi ve hastadaki yanma duyusunu 6nlemek i¢in bolgenin hava ile kurumasini saglamalisiniz.
Kan alma bolgesinin 10-15 cm iizerinden turnikeyi uygulayip, Isaret parmag: ile venlerin gegis
yolunu palpe edin.

Alim yapilacak ven bolgesine gerekirse isaret parmagi ile ve ikinci parmakla hafifce vurarak venin
dilate olmasin1 saglaym.

Hastanin yumrugunu bir iki defa agip kapamasii sdyleyerek venlerin daha belirgin olmasi da
saglanabilir ama asir1 el pompas1 kan akimini aktive etmek icin gerekli degildir ve kaginilmalidir, 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 almaniz gerekirse diger kol kullanilmalidir. Kola uzun siire turnike uygulanmasi sonucu
protein konsantrasyonunda, proteine bagli ve hiicresel komponentlerde artisa sebep olabilir.

Infiizyon yapiliyorsa infiizyon 3 dakikaligma durdurulmali ve sonra tercihen diger koldan kan
alimmalidir.

Vakumlu kan tiipline kan almak i¢in, kan alma tiipii tutucusuna ignesini vidalayin.

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

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

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

Vakum bitinceye kadar tiip doldurulur, sonra tiip adaptdrden cekilir ve yerine baska tiip sokulur.

Kan alma tiiplerine su sirayla kan almaya 6zen gosteriniz. Once katki maddesiz kirmizi yada sar1
kapakl1 diiz tiiplere sonra sitrat igeren mavi kapakli koagiilasyon tiiplerine sonra sira ile kirmizi yada

KONTROLLU KOPYA



sar1 kapakli jelli diiz tiipler, yesil kapakli heparinli tiipler, mor kapakli, EDTA igeren, hemogram
tiipleri ve gri kapakli okzalat-fluoridli tiiplere kan aliniz.

e Tiiplerin agzin1 sikica kapatin, tiiplerin i¢inde katki maddesi veya antikoagulan varsa tiipleri yavasca
5-7 kez alt iist ederek karistirin.

e Kan alma islemini tamamladiginizda, igneyi geri ¢ektikten sonra sizint1 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 band1 yapistirin.

e 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. Caligilacagi
zaman ¢Ozduriliir.

e Kan alma i¢in kullandiginiz igne uglar1 ve enjektor uglarini da sar1 renkli tibbi atik kovasina atiniz.

Kan Aldiktan Sonra Numunelerin Bekletilmesi

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

e Tiim tlipleri 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.

e Serumlar1 ayrilmadan 6nce kirmizi ya da sar1 kapakli tiipleri tercihen dik pozisyonda 10-20 dakika
stireyle pthtilasmaya birakin.

NOT
Tiipler sallanmamalidir. Kuvvetli bir karistirma, kopiirmeye ya da hemolize neden olur.

Serum tiiplerinde yetersiz veya gecikmis karistirilma, geciken pihtilasmaya neden olur.
Antikoagulant tiiplerdeki yetersiz karigtirma, islemi trombositlerin birikimine neden olur ve
prhulagmaya ya da yanlhs test sonuglarina sebep olur.

Damara girildikten sonra, kapagn iist kismi artik kan kapsayabilir. Kanla temas edilmemesi icin uygun
onlemleri alinmalidr.

Herhangi bir igne tutacagina kan bulastiginda, tehlikeli oldugu diisiiniilmeli ve derhal ¢ope atilmalidir

6.5.2.1 Kan Aldiktan Sonra Vericide Hematom Olusmamasi I¢in Asagidaki Kurallara Dikkat Edilir
e Venin sadece 6n duvari delinir.
e Iigneyi ¢cikarmadan dnce turnike kaldirilir.
e Sadece biiytik venler kullanilir. Yiizeyel ince venlerden alinmaz.
e Ignenin venin &n duvarmna tamamen girdiginden emin olunur. Kismen girmesi kanm yumusak
dokuya sizmasina neden olabilir.
6.5.2.2 Vericiden Kan Ornegi Alinamadigi Durumlarda
e Ignenin pozisyonunu degistirin, igne venin ¢ok uzagindan giris yaptiysa igne geri ¢ekilmeli,
Igne venin gok uzaginda degilse vene dogru ilerletilmelidir. Igne yarim tur dondiiriilebilir.
Bagka bir tiip deneyin, tiiplin vakumu kalmamais olabilir.
Turnikeyi gevsetin. Cok siki uygulanmis boylece kan akimini durdurmus olabilirsiniz.
Vene sondaj yapmak (igneyi dik sokmak) hastada agriya yol agtig1 icin bu hareketten kaginin. Cogu
zaman ilk girilen bolgenin altinda bir yere girilmesi onerilir.
e Hicbir zaman iki defadan fazla giris yapmayin

6.6 DOKU TIPLENDIRME LABORATUVARINA ORNEKLERIN TRANSFERI VE KABULU
6.6.1 Orneklerin Transferi
e Yetiskin ve Pediatri kan alma iinitelerinde alinan hasta numuneleri, Doku Tipleme Laboratuvari
tarafindan tanimlanan posta araciligi ile dereceli tagima c¢antalarinda giin icerisinde belirli periyotlar
ile laboratuvara transfer edilir.
e Kadavradan organ nakillerinde numuneler bekletilmeden laboratuvara teslim edilir.
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Numunelerin transferi esnasinda personele ve ¢evreye bulast onlemek icin tasima islemi azami
dikkat gosterilerek yapilir.

Transfer islemi esnasinda personel koruyucu eldiven giymelidir.

Numune kapaklarimin sikica kapandigindan emin olmalidir.

Numune kaplar1 tasima kabina devrilmelerini nleyecek sekilde DIKEY olarak yerlestirilmelidir.
Transfer esnasinda sert ve ani hareketlerden kaginilmali, numunelerin ¢alkalanmamasina dikkat
edilmelidir.

Tasima kaplarinin temizligine dikkat edilmelidir. Her hafta mesai bitiminden 6nce deterjanhi su,
ardindan %1 lik camasir suyu ile temizlenir. Eger kap i¢ine biyolojik materyal bulagmigsa iizerine
%10 luk ¢amasir suyu ile 1slatilmis gazli bez, kagit havlu vb. ile kapatilip 15 dk. bekledikten sonra
temizlenir

Ilgili galisanlara drnek alimi ve transferi konusunda egitim verilmistir.

Tasima kabi seri bir sekilde dogrudan laboratuvara ulastirilir.

6.6.2 Ornek Kabul ve Ret Kriterleri

Numune kabul birimine gelen kan 6rnekleri asagidaki sekilde siniflandirilarak kabul ve ret iglemleri

gerceklestirilir.
LABORATUVAR ADI HANGI TUP CALISILAN TEST
MOLEKULER GENETIK CBC Tiipil Kimerizm
KiMERIiZM upu (DNA izolasyonu)
Immiinfenotipleme
PNH
CBC Tiipii : .
HEMOSTAZ APTT Tiipii iTrorT.’boé'ttPa”‘i!l'(
AKIM SITOMETRI Biyokimya Tiipii mm““D N;mez !
Heparinli Tiip Apopitozis
Losemi Panelleri
. . CBC Tiipi Tiim HLAlar
DOKU TIPLENDIRME Biyokimya Tiipii PRA
ACD’li Tiip
LCM Biyokimya Tiipii LCM
6.6.3 Numune Kabul Ret Kriterleri
NUMUNE RED KRITERI NUMUNE KABUL KRiTERLERI
e Pihtili ve hemolizli numuneler, e Pihtili ve hemolizli olmayan numuneler,
e 3 ml’den az veya fazla alinms o Ciallsllacak teste yeterli miktarda ve uygun
tiipe alinmis numuneler,
e 25°C’nin altindaki oda sicakliginda muhafaza e 25°%’nin altindaki oda sicakliginda
edilmemis EDTA’l1 kanlar, muhafaza edilmis kanlar,
e 48 saatten fazla surede laboratuvara ulagsmis e 48 saatten az siirede laboratuvara ulagsmis
kanlar kanlar,
e Uygun tiipe ve yeterli miktarda alinmamis e Uygun tiipe ve yeterli miktarda alinmis
kanlar kanlar,
) ] T it bileisi
e Tiipiin kapaginimn kapah olmadig: kanlar, . asta adi/soyadi, numunenin tiirii bilgisi
yazilmis kanlar,
Hast O tiird bileisi
* asta adi/soyads, numunenin tiiri bilgisi e (Calisilacak test bilgisi yazilmig kanlar.
yazilmamis kanlar,
e (Calisilacak test tiirli bilgisi olmayan kanlar.

NOT

Numunenin reddedilmesi durumunda HBYS sisteminde - renkli bant seklinde renk degisikligi

ile goriintiilii olarak uyar1 sistemi mevcuttur. Numune ret nedeninin bilgilendirilmesi HBYS iizerinden
yapilmaktadir.

KONTROLLU KOPYA




6.6.4 Orneklerin Laboratuvara Kabulii
e Numune Kabul Birimimde goérevli personel tarafindan numuneler LHSS ne gére gére karsilanir.
e Ret edilen numuneler ayni giin/ay icerisinde Sagltk Bakanlhig Tiirkiye Hasta Giivenligi Bildirim
Sistemi/Laboratuvar Giivenligi Olay Bildirim Sistemine kayit edilir.
e LCM testleri icin ayrica Hasta/Donér On Bilgi Formu doldurtularak kabul edilir.
e  Ornekler seroloji laboratuvarinda gérevli personele teslim edilir.
e Laboratuvar tarafindan reddedilen 6rnekler aylik olarak analiz edilmeleri i¢in kayit altina alinir.

6.6.5 Doku Tipleme Laboratuvar: Test Bilgileri ve Sonu¢ Verme Siireleri

ORTALAMA -
i CALISMA ORNEK NN .
TESTIN ADI METODU CA"LISM.A MIKTAR ILGILI ENDIKASYON TRANSFER
SURESI
. Solid ya da Kok Hiicre 18-24°C
Molekiiler 2 HAFTA 2ml a7 . ..
HLA-A, B, DR SSO/SSP Nakli I¢in Doku Tipleme 1 GUN
Ankilozon Spondilit I¢in 18-24°C
-B* .
HLA-B*27 SSP 1 HAFTA 2ml Doku Tipleme 1 GUN
Behget I¢in Doku 18-24°C
- * .o
HLA-B*5/51 SSO 1 HAFTA 2ml Tipleme 1 GUN
) Célyak I¢in Doku 18-24°C
HLA-DQ Lokus SSO 1 HAFTA 2ml Tipleme 1 GUN
R s 18-24°C
HLA-DP Lokus SSO 1 HAFTA 2ml Kok Hiicre Nakli Igin 1 GUN
i Diyabet I¢in Doku 18-24°C
HLA-DR Lokus SSO 1 HAFTA 2ml Tipleme 1 GUN
_— Solid Organ Nakli i¢in 0
CDC-Crossmatch - - Verici:20 ml N . ; 18-24°C
Serolojik 2 GUN Alie120ml3 ml Dondre Spesifik Antikor 1 GUN
- Tarama
Solid Organ Nakli i¢in
. . .. Verici:20 ml Dondére Spesifik Antikor 18-24°C
Flow Crossmatch Akim sitometri 2 GUN Alic120ml3 ml Tarama 1 GUN
PRA Solid Organ Nakli I¢in 18-24°C
Spesifik Ag Tarama LAB. SCREEN ZHAFTA Sml Antikor Tarama 1 GUN
:Reéi’f'i)ksﬁ Classl LAB.SCREEN | .o, a Solid Organ Nakli igin 18-24°C
P 9 EEE— — Antikor Tanimlama 1 GUN
Tammlama
SRQ’EEQ Classll || AB. SCREEN ” HAFTA am Solid Organ Nakli igin 18-24°C
P g E— — Antikor Tanimlama 1 GUN
Tammlama
NOT: Herhangi bir nedenle mevcut durumda bir degisiklik oldugunda (cihaz arizalari, otomasyon
sorunlar1 gibi) hastalarin sisteme kayitli telefonlarina SMS gonderilerek sonu¢ verme stireleri hakkinda
bilgilendirme yapilmaktadir.
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6.6.6 Doku Tipleme Laboratuvarinda Test Sonu¢larinin Onaylanmasi
e Analiz siireci tamamlanmis test sonuglar1 Tetkik ve Analiz Sorumlusu tarafindan kontrol edilerek
Laboratuvar Sorumlusu/Yardimcisina onaya sunulur.
e Onay1 tamamlanmis test sonuglart hasta/hastanin birinci dereceden yakinina elektronik ortamda kayit
edilerek teslim edilir.

NOT: Crossmatch testleri ve PRA testleri igin istenen tek bir test 6rnegi ile diger istenecek Crossmatch ve
PRA testleri ¢alisilabilmektedir.

6.7 DOKU TIiPLEME LABORATUVARI PERSONEL TANIMI VE EGIiTiMi
6.7.1 Organizasyon Semasi

DOKU TiPLEME LABORATUVARI ORGANIZASYON SEMASI

DEKAN

v

IC HASTALIKLARI l

BASHEKIM

ANABILiIMDALI

V HASTANELER BASMUDURU

HEMATOLOJI
BILIMDALI

v

DOKU TiPLEME
LABORATUVARI .
SORUMLU OGRETIM UYESI BiRiIM SORUMLUSU

! ! I !

KIMYAGER TEMIZLiK
BiYOLOG LABORANT SEKRETER PERSONELI
Akademik isleyis idari isleyis Yatay isleyis
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6.7.2 Doku Tipleme Laboratuvari Personel Gorev Tanimlar:
Doku Tipleme Laboratuvari: Boliim Sorumlusu;

e Uciincii taraflara kars1 doku tipleme laboratuvarini temsil eder. Ayrica, laboratuvar calisanlarinin
gorev dagilimimi, calisma alan, kapsam ve saatlerini, malzeme/cihaz gereksinim ve alimlarini
belirler, hizmet i¢i egitimden, hizmet kalite standartlarinin uygulanmasindan sorumludur.

e Laboratuvarda gerceklestirilen tiim tetkiklerin planlanmasi, sonuglandirilmasi ve raporlandirilmasi
konularinda yetkilidir.

e Laboratuvarda ¢alisanlardan birinci derecede sorumludur.

Doku Tipleme Laboratuvar: Boliim Sorumlu Yardimcisi

e Sorumluya gorevlerinde yardimei olur,

e Sorumlunun gorev basinda olmadigi durumlarda ona vekalet eder.

e Laboratuvarda tam zamanli olarak gorev yapar.
Tetkik ve Analiz Sorumlusu; Doku tipleme laboratuvart sorumlusunun belirledigi gorev alanlari igerisinde,
tetkiklerin analizi, rapora hazirlanmasi, saklanmasi ve arsivlenmesi asamalarinda uygulayici olarak gorev
alir.
Teknik Sorumlu; Doku tipleme laboratuvarit sorumlusunun belirledigi gérev alanlari igerisinde tetkiklerin
gergeklestirilmesi, analize hazirlanmasi 6rneklerin saklanmasi asamalarinda uygulayici olarak gorev alir.
Laboratuvar Teknisyeni; Doku tipleme laboratuvari sorumlusunun belirledigi gérev alanlarinda verilen
gorevleri yerine getirir
Birim Kalite Sorumlusu; Hizmet kalite standartlarinin yerine getirilmesinde gerekli organizasyondan, ig
denetim yapilmast ve gereken iyilestirici tedbirlerin alinmasindan Laboratuvar Sorumlusuna karsi
sorumludur.

6.7.3 Doku Tipleme Laboratuvari Personel Egitimi
Hizmet kalite standartlar1 geregi alinmasi1 gereken zorunlu egitimler disinda ayda bir adet seminer
yapilmaktadir.

6.8 DOKU TIPLEME LABORATUVARI TEST YONTEMLERI
Doku tipleme laboratuvarinda yapilan analizler; serolojik ¢alismalar, molekiiler calismalar ve PRA
olmak lizere ii¢ ana baslik altinda toplanmaktadir.

1.Serolojik Calismalar
e HLAA, B, C (Lenfositotoksite) Testleri Lenfosit Crossmatch (LCM)
2.Molekiiler Calismalar
e HLA-A, B, C, DR, DQ, DP (SSP - SSO)
3. PRA (Panel Reaktif Antikor)
e KLAS I/ Il Tarama Testleri
e KLAS I/ Il Tanimlama Testleri
Doku Tipleme Laboratuvarinda Analizlerde Kullanilan Numuneler
e Serolojik ¢alismalarda kandan elde edilen T ve B lenfosit hiicreleri ve ayrica lenfosit crossmatch
analizinde bu hiicrelere ek olarak hasta serumu kullanilir.
e Molekiiler ¢aligmalarda ise kullanilan materyal kandan izole edilen DNA dur.
e PRA analizleri i¢in hasta serumu kullanilir.

6.8.1 Serolojik Calismalar
Crossmatch, HLA A/ B/ C ¢alismalarinda hastanin T-B lenfosit hiicreleri ve serumu, dondriin kandan

veya dalaktan izole T-B lenfosit hiicreleri kullanilir.
6.8.1.1 Kandan T ve B Lenfosit Hiicre izolasyonu

e Hastadan 8 ml ACD li tiipe tlipe kan alinir
Donoérden 8 ml ACD li tiipe tlipe kan alinir
Alinan bu kanlar en geg¢ 30 dk. i¢inde ¢alisilmalidir.
Hasta biyokimya tiipii 2500 rpm de 5 dk. santrifiij edilir, serum caligilmak iizere ayrilir.
Hasta ve dondr igin ikiser tane tiip almur. Ilk tiipler B-lenfositler, ikinci tiipler
T-lenfositler igin yazilir ve ayrilir.
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Hasta B-lenfosit tiipiine, 2000ul hasta ACD tiipiinden kan alinir. Dondr B-lenfosit tiipiine, 2000ul
dondr ACD tiipiinden kan alinir. Uzerlerine 2000ul PBS eklenir.

Hasta T-lenfosit tiiptine, 2000ul hasta ACD tiipiinden kan alinir. Dondr T-lenfosit tiipiine, 2000ul
dondr ACD tiiplinden kan alinir.

B lenfosit tiiplerine 40ul B Fluoro Beads ilave edilir.

T lenfosit tiiplerine 80ul T Fluoro Beads ilave edilir.

Tim tiipler karistiricida 4dk. karistirilir.

T lenfosit tiiplerine 2000ul 1X Developer eklenir, karistiricida 2-3dk.karistirilir. B-lenfosit tiipler
miknatista 4dk.bekletilir.

T lenfosit tiipleri miknatista 4dk.bekletilir, siire sonunda sivi kisim atilir (tiipler miknatistayken).
Tiiplere 4000ul PBS koyulur 4dk. bekletilip sivi kisim atilir. Bu islem bulaniklik giderilene kadar 1
dk. beklenerek tekrar edilir.

Miknatista 4 dk. bekletilen B lenfosit tiipleri de ayn1 T lenfosit tlipleri gibi PBS ile yikama yapilir.
(Ayni1 islem uygulanir)

1425ul RPM-1 ve 75ul fetalcalf serum karistirilarak 1/5 oraninda dilue edilir.

Miknatistan alinan B-lenfosit tiiplerine 100ul dilue fcs eklenir.

Miknatistan alinan T-lenfosit tiiplerine 200ul dilue fcs eklenir.

Hemen ekim yapilmayacaksa tiipler +4C de saklanir.

6.8.1.2 Dalaktan T ve B Lenfosit Hiicre izolasyonu

Mevcut dalaga i¢inde PBS olan enjektorle 2-3 yerinden enjekte edilir.

Steril gazli bez ile siiziilerek tiiplere PBS’li kan karigimi alinir.

B lenfosit tiipiine bu kan siispansiyonundan 2000ul alinir. T lenfosit tiipiine 2000ul kan
slispansiyonundan alinir.

B lenfosit tiipiine 2000ul PBS eklenir karistirilir ve B lenfosit tiiptine 40ul B Floro Beads ilave edilir.
T lenfosit tiiplerine 80ul T Fluoro Beads ilave edilir.

Tim tiipler karistiricida 4dk. karistirilir.

T lenfosit tiiplerine 2000ul 1X Developer eklenir, karistiricida 2-3dk karistirilir. B-lenfosit tiipler
miknatista 4dk.bekletilir.

T lenfosit tipleri miknatista 4dk.bekletilir, stire sonunda sivi  kisim  atilir(tiipler
miknatistayken).Tiiplere 4000ul PBS koyulur 4dk. bekletilip sivi kisim atilir. Bu islem bulaniklik
giderilene kadar 1 dk. beklenerek tekrar edilir.

Miknatista 4 dk. bekletilen B lenfosit tiipleri de ayn1 T lenfosit tiipleri gibi PBS ile yikama yapilir.
(Ayni1 islem uygulanir)

1425ul RPM-1 ve 75ul fetalcalf serum karistirilarak 1/5 oraninda dilue edilir.

Miknatistan alinan B-lenfosit tiiplerine 100ul dilue FCS eklenir.

Miknatistan alinan T-lenfosit tiiplerine 200ul dilue FCS eklenir.

Ve bu islemden sonra istedigimiz hiicreleri izole etmis oluruz.

Mikroskopta hiicre yogunluguna bakilarak sulandirma islemi arttirilabilir.

6.8.1.3 Lenfosit Crossmatch (LCM) Analizi
Kullanilan Materyaller:

1/5’lik FCS+RPMI11640

Hasta serumu

Pozitif/negatif control

Vericinin T ve B lenfosit hiicreleri.

Hastanin T ve B lenfosit hiicreleri.

Analizde 72 kuyucuklu plaklar kullanilir

Kuyucuklarin {izerine 1 ul hiicre pipetlenir. Hiicreler hamilton pipeti denilen 6zel bir pipetle ekilir.20
dk oda 1s1sinda inkiibe edilir.

Siire sonunda 5 ul komplement elkenip 30 dk inkiibe edilir. (Komplement hazir bir kittir, bir
flakonda toz seklinde bulunur, 2 mlt dH20 ile sulandirilarak hazir hale getirilir)

Siire sonunda 5 ul boya (AO/EB) ekilip 5-10 dk inkiibe edilir.
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Siire sonunda plak floresan mikroskopta okunur. Kuyulardaki hiicrelerin 6lii ve canli oranina gore
skorlanir (puanlanir). Pozitiflik yani 6lii hiicre oran1 %80 in {izerinde ise 8, %80-%60 arasinda ise 6,
%60-%40 arasinda ise 4, %40-%20 arasinda ise 2, %20 nin altinda ise 1 seklinde skorlanir. Hangi
kuyucuklarda pozitif reaksiyonlar meydana gelmisse ona gore hastanin HLA-ABC doku grubu
ortaya ¢ikartilir. (Mikroskopta 6lii hiicreler kirmizi, canli hiicreler yesil renkte goriiliir)

Plak Diizeni

o))

. T lenfosit kontrol (2 ul negatif/pozitif kontrol)+(vericinin T hiicrelerinden 1 ul))

: B lenfosit kontrol (2 ul negatif/pozitif kontrol)+(vericinin B hiicrelerinden 1 ul))

. T lenfosit otolog (1 ul hasta serumu + hastanin T lenfositlerinden 1 ul)

: B lenfosit otolog(1 ul hasta serumu + hastanin B lenfositlerinden 1 ul)

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

QLD DD

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

Parafinlenmis plaklara ekim yukardaki diizende oldugu gibi yapilir. Hiicre inkiibasyonu 37 derecede

30 dakika inkiibe edilir. Siire sonunda 1 ul cystine soliisyonu ekilir oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edilir. Siire
sonunda 5 ul komplement ekilir oda 1sisinda 60 dakika inkiibe edilir. Siire sonunda 5 ul boya ekilir(AO/EB)
oda 1s1sinda 5-10 dakika inkiibe edilip mikroskopta okunur.

6.8.1.4 DTT’li Lenfosit Crossmatch (LCM) Analizi:

Kullanilan Materyaller:

DTT soliisyonu (16 mg DTT (D, L- Dithiothreitol) + 10 ml PBS (Ph 7.4 olacak)
75ul FCS+1425ul RPMI11640 =1/5"1ik

Hasta serumu

Vericinin T ve B lenfosit hiicreleri

Hasta T ve B lenfosit hiicreleri

Pozitif/negatif kontrol

Plak Diizeni DTT

a: T lenfosit kontrol (2 ul negatif/pozitif kontrol)+(vericinin DTT’li T hiicrelerinden 1 ul))

: B lenfosit kontrol (2 ul negatif/pozitif kontrol)+(vericinin DTT’li B hiicrelerinden 1 ul))

. T lenfosit otolog (1 ul hasta serumu + hastanin DTT’li T lenfositlerinden 1 ul)

: T LCM (1 ul hasta serumu+ vericinin DTT’li T lenfositlerinden 1 ul)

a
a
a: B lenfosit otolog(1 ul hasta serumu + hastanin DTT’li B lenfositlerinden 1 ul)
a
a

: B LCM (1 ul hasta serumu+ vericinin DTT’li B lenfositlerinden 1 ul)

6.8.1.5 Serolojik Testler icin Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlamis:

a. PBS Soliisyonu:

1 Litre Hazirlamak icin 5 Litre Hazirlamak i¢in
NaCL 8gr 40gr
KCL 0,2gr lgr
Na2HPO4 0.92gr 4.6gr
KH2PO4 0.2 gr 1gr

NOT: 11t PBS soliisyonu i¢ine 6 gr sodyum sitrat konularak sitratlt PBS soliisyonu hazirlanir.

b. Stok Boya Soliisyonu (AO/EB): 50mg Ethidium bromide + 15 mg Acridine orange karigimi 1ml
%095 lik etanolde ¢oziiliir ve tizerine 49 ml distile su eklenir. Daha sonra bu karisim 50 adet ependorf

tiipline 1 ml seklinde boliintip -20 C de saklanir.
c. Fluoro Quench AO/EB (One lamda)

igerigi,
Disodyum

Sodyum Azid

Etilen Diamin-Tetra-Asetat-Dihidrat
Glioksal (FQ-AO/EB plus)
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d.

e.

Calisma Boya Soliisyonu: 1 ml stok boya soliisyonu 9 ml PBS ile karistirilarak soliisyon hazirlanir.
Plaklar ¢aligma soliisyonu ile boyanir.
DTT hazirlamisi: 16mg DTT + 10ml PBS (Ph:7.4) =(1.6mg/ml)

6.8.3 Molekiiler Calismalar

Molekiiler ¢aligmalar i¢in gerekli materyal kandan izole edilen DNA dir.

Kandan DNA izolasyonu (Manuel)

Laboratuvarimizda DNA izolasyonu i¢in dort farkli soliisyondan olusan kit kullanilmaktadir. Bu
soliisyonlar; RBC soliisyonu, cell lysis soliisyonu, protein precpitation soliisyonu, DNA hidrasyon
sollisyonu.

Iki adet 2000 ul lik ependorf tiip hazirlanir ve iizerine hastanin ismi yazilir.

Tiiplerden birine 900 ul RBC soliisyonu konur ve iizerine 300 ul tam kan ilave edilip en az 5dk
beklenir. (Kan, tam kan tiipiinde alinmig olacak).

Siire sonunda 14000 rpm de 20 sn santifriij edilir. Tip santifriijden ¢ikarilip siipernatant dokiiliir.
Tiipiin dibinde beyaz hiicre pelleti makroskobik olarak goriiliir.

Tiipteki pelletin iizerine 300 ul cell lysis soliisyonu eklenip pipetajlanir, sonra iizerine 100 ul protein
precpitation soliisyonu konulur ve vortekslenir.

14000 rpm de 1 dk santifriij edilir. Diger bos ependorf tiipiine 300 ul isopropanol alkol konulur.
Santifriijden ¢ikarilan tiipilin iizerindeki siipernatant, isoprapanol alkol konulmus olan diger egendorf
tipline alinir ve tiiplin kapagi kapatilarak 40-50 defa alt-iist edilir ve DNA makroskobik olarak
goriiliir.

Tiip tekrar santifriijde 14000 rpm de 1 dk cevrilir. Tiip igerisindeki alkol dokiiliip lizerine %70lik
etanol konulur.

14000 rpm de 1 dk santifriij edilir, daha sonra tiip icindeki etanol iyice dékiiliir. Uzerine150-250 ul
DNA hidrasyon soliisyonu konulur ve en az 5dk, en fazla 1 saat 65°C de hot-plate de bekletilir.
Boylece DNA hazir hale getirilmis olur.

Otomatik DNA izolasyon cihazi vasitasiyla da DNA izolasyonu yapilabilir.

6.8.3.1 HLA Tipleme Analizi (SSP)

a. HLA A, B, DR (SSP) Analizi
e Mikro SSP D-mix tiipleri, plaklar, DNA o6rnekler, belirtilen saklama kosullarindan ¢ikarilarak oda
sicakligina (20-25 C) ¢oziiliir.
e (oziilen malzemeler vortexlenir
e Asagidaki tabloya gore D-mix tiipleri hazirlanir.
. PCR Reaksiyon D-Karisim Hacmi . Tag polimeraz
ST B el Adedi/TeS); (pu)/Tesf (Saglanir) BINALEG T hagn?i (p)/test
1-2 1-16 Reaksiyon 180 19 1
3 17-24 Reaksiyon 270 29 15
4 25-32 Reaksiyon 360 39 2
5 33-40 Reaksiyon 450 49 2,5
6 41-48 Reaksiyon 540 59 3
7-8 49-64 Reaksiyon 720 79 4
9 65-72 Reaksiyon 810 89 4,5
10-12 73-96 Reaksiyon 1000 111 5,6
e Negatif kontrol kuyucuguna 1ul distilesu (ya da DNA seyrelticisi) eklenir.
e Tag polimeraz’dan gereken miktar, D-mix’e eklenir. VVortexlenir.
e Tag + D-mix karisimindan 9ul negatif kontol kuyucugunda bulunan 1ul distilesu’ya eklenir.
e Gereken miktar DNA 0rnegi, Tag+D-mix karigimina eklenir ve vortexlenir.
e Son karisimdan 10ul (negatif kontrol kuyusu disindaki) biitiin kuyucuklara paylastirilir.
e Saglanan plak kapag ile tiiplerin agzin1 kapatilir. Termalcycler’a yerlestirilir. SSP-OLI programi

baslatilir.
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Dongii Sayis1 Asama Sicaklik(C) Zaman(sn.)

1 1 96 130

2 63 60

1 96 10

? 2 63 60

1 96 10

20 2 59 50

3 72 30

SON 1 4 .

(Bu siire zarfinda, 50ml TBE tampon + 1,25gr Agaroz ile hazirlanir.10-30ml TBE tamponu ise jel iistii icin
gereklidir.1-2 damla boyar madde olarak etihidium bromide kullanilir.)

Plak termalcycler cihazindan ¢ikarildiktan sonra, plaktaki drnekler ve jele, negatif kontrol kuyucugu
sol iiste gelecek sekilde yerlestirilir.

Jel kasedinin kapagi kapatilir.150 voltta 4-8 dk. elektroforeze tabi tutulur. Siire bitiminde jel UV 1s1k
ile analiz edilir.

Jel sonuglar1t HLA Fusion 3.4.18 versiyon programinda degerlendirilir.

b. HLA C-DQ (SSP) Analizi
e 2000 ul lik ependorf tiipiine asagidaki tabloya gére mastermiks hazirlanir.
Satr AdedTest | "CR GEEY | (oot Gaglamny | Gutest | Hacmi (utet
1-2 1-16 Reaksiyon 180 19 1
3 17-24 Reaksiyon 270 29 15
4 25-32 Reaksiyon 360 39 2
5 33-40 Reaksiyon 450 49 2,5
6 41-48 Reaksiyon 540 59 3
7-8 49-64 Reaksiyon 720 79 4
9 65-72 Reaksiyon 810 89 4,5
10-12 73-96 Reaksiyon 1000 111 5,6
e Kuyulara 10 ar ul dagitilir.
e Daha sonra kuyular kendine 6zel seal(yapigskan bant)ile kapatilip iyice sikistirilir.
e Sonra bu diizenek PCR cihazina konulup, uygun program segilip, cihaz ¢alistirilir.
e Daha sonra 2 gr agarose bir erlenmayere konulup, iizerine %S5 lik TBE den 100 mlt eklenip,

mikrodalga firinda pisirilerek ©6zel kalibina dokiilir ve kalibin 96 kuyu olusturacak taraklar
yuvalarina yerlestirilir. Jelin donmasi beklenir.

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

PCR cihazindan ¢ikarilan 96 kuyulu PCR f{iriinii jele uygun sirada yiiklenir ve gii¢ kaynagiyla 150
wat,40 amperde 4-8 dk yiiriitiiliir.

Islemden sonra Jel tankindan ¢ikarilarak transilminatore konur ve lambas1 yakildiginda jelde goriilen
bant numaralar1 analiz kagidina yazilir ve Jel goriintiileme cihazinda fotografi ¢ekilerek kayit altina
aliir.

Bu bant numaralar kitin kitapc¢igindan veya run Score programinda degerlendirilerek hastanin HLA-
ABC molekiiler sonucu ortaya ¢ikartilir

HLA B27 (SSP) Analizi

SSP B27 kiti, DNA oOrnekleri belirtilen saklama kosullarindan ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziiliir.
Coziinen malzemeler vortexlenir.

Kitler 8’er hastalik, SSPT1-F1 ve SSPT1-G1 olmak iizere iki kutu halindedir.

KONTROLLU KOPYA




F1 ve G1 ‘in kendine 6zgli D-mixleri iginde bulunur. (Calismaya baslamadan once F1 ve Gl
kutularinin ayni lotlu olmasina dikkat ediniz)

Gereken miktarda D-mix ve Tag Polimeraz karistirilir, vortexlenir. (8 hastalik galisma igin; 90ul D-
mix + 1ul Tag Polimeraz)

Her hasta icin bir F1 kuyucugu ve bir G1 kuyucugu kullanilir. Kuyucuklara 9ul D-mix+Tag
polimeraz karisimi pipetlenir.

Kuyucuklara 1ul DNA pipetlenir. Kapaklari kapatilip termalcycler’da SSP-OLI programi baslatilir.

Dongii Sayisi Asama Sicaklik (°C) Zaman(sn.)

1 1 96 130

2 63 60

9 1 96 10

2 63 60

1 96 10

20 2 59 50

3 72 30

SON 1 4

Bu siirede 50ml TBE tampon+1,25gr agaroz hazirlanir.10-30ml TBE tamponu ise jel isti igin
gereklidir.1-2 damla boyar madde olarak etidyum bromiir kullanilir.

Amplifikasyon sonunda jele ekim yapilarak 150 voltta 4-8dk. yiirtitiiliir.

Jel UV isikta analiz edilir.Olugsan bantlara gére HLA-B27 pozitif veya negatif seklinde
degerlendirilip raporlanir.

Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlamsi
TBE Soliisyonu: 100 ml TBE ¢ozeltisi tizerine 400 mlt dH.O eklenerek 1X TBE hazirlanir.

6.8.3.2 HLA A, B, C, DR, DQ, DP Tipleme Analizi (SSO)

DNA o6rnekleri, D-mix ve Primerler -20C’den ¢ikarilip ¢6ziiliir.

Amplifikasyon;

Coziinen tiim ¢ozeltiler vortexlenir.

DNA orneklerinden 2ul’ser PCR plagina eklenir.

Gereken miktarda lokusa 6zgili primer, D-mix ve Tag polimeraz karistirilir. VVortexlenir.

Reaksiyon sayisi D-mix(ul) Cogaltma primeri (ul) Tag Polimeraz (ul)
1 13.8 4 0.2
10 138.0 40 2.0
50 690.0 200 10.0
96 1491.0 432 21.6 (22)

3. Basamakta hazirlanan karisimdan DNA igeren biitiin kuyulara 18ul dagitilir ve plak agzi seal ile
kapatilarak vortexlenir.

SSO programi kullanilarak, amplifikasyonu termalcyclerda yapilir. (Bir sonra ki asamaya
gecilmeyecekse, -20C derecede saklanmalidir.)

Sicakhk Ve Inkiibasyon Siiresi Dongii Sayisi

Adim 1 96 °C 03: 00 1

96 °C 00: 20
Adim 2 60 °C 00: 20 5

72°C 00: 20

96 °C 00: 10
Adim 3 60 °C 00: 15 30

72 °C 00: 20
Adim 4 72°C 10: 00 1
Adim 5 +4 °C sonsuza kadar 1
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Denaturasyon-Noétralizasyon;

Temiz bir PCR plagi1 kuyucuklarina, 2,5ul denatiirasyon tamponu dagitilir.

Kuyucuklara, amplifiye olmus DNA’lardan Sul eklenir. (Karisim parlak pembe rengini alana kadar
pipetlenir.)

Oda sicakliginda (20-25C) 10dk. inkiibe edilir. (Bu inkiibasyon sirasinda Hibridizasyon Tamponu ve
lokusa 6zgii boncuk karigimi gereken miktarda karistirilarak Hibridizasyon Karigimi hazirlanir.

Oncelikle boncuklar en az 5dk. vortexlenir. Karigimi 1siktan koruyunuz.)

et v Denatiirasyon | Notralizasyon | Hibridizasyon Yikama Boncuk
Tamponu(ul) | Tamponu(ul) | Tamponu(ul) | Tamponu(ul) | Karisimi(ul)
1 2.5 5 34 480 4
10 25 50 340 4800 40
20 50 100 680 9600 80
50 125 250 1700 24000 200
96 240 480 3264 46080 384

Her kuyucuga 5ul Noétralizasyon Tamponu eklenir.

Karisim renksiz veya solgun sari rengini alana kadar pipetlenir. Eger renk degisimi olmaz ise 1-2ul
daha tampon eklenebilir.

Plak buza yerlestirilir.

Hibridizasyon-Yikama;

Lokusa 6zgii hazirlanan Hibridizasyon Karigimi1 dnce vortexlenir ve kuyucuga 38ul eklenir.

Plagin agzi kapatilir ve diislik hizda vortexlenir.

Termalcyclerda 60 C ‘de 15dk. inkiibe edilir.

Plak termalcyclerdan ¢ikarilir, Sogutulmus plaga yerlestirilir ve her kuyucuga 100ul yikama tamponu
ilave edilir. Plagin agz1 kapatilir, diisiik hizda vortexlenir.4100rpm de 5dk. santrifiijlenir.
Stipernatant, kuyucuklarda yaklasik 10ul yada daha az olacak sekilde uzaklastirilir. Cirpma metodu
kullanilarak plak ters ¢evrilmeden plagin iizerinde kalan yikama tamponu 6nceden hazirlanmis olan
pecetelere emdirilir. Sonrasinda boncuklar plakta kalan yikama tomponunun i¢inde ¢oziilmeleri i¢in
vortexlenir.

Plak termalcycldan ¢ikarilir, Sogutulmus plaga yerlestirilir ve her kuyucuga 100ul yikama tamponu
ilave edilir. Plagin agz1 kapatilir, diisiik hizda vortexlenir.4100rpm de 5dk. santrifiijlenir. Bu
basamak 2 defa tekrar edilir.

3. Yikama basamagi sirasinda 100XSAPE ve SAPE Tamponu gereken miktarlarda karistirilir hazir
hale getirilir ve oda 1s1sinda, karanlikta bekletilir.

Test Sayisi SAPE Stok Hacmi (ul) SAPE Tampon Hacmi(ul)
1 0.5 49.5
10 5.0 495.0
20 10.0 990.0
50 25.0 2475.0
96 48.0 4752.0
Isaretleme;

3.yikamadaki siipernatant uzaklastirildiktan sonra (bu basamakta eklenecek olan SAPE’nin
seyrelmemesi i¢in kuyucuklarda 10ul den daha az yikama tamponu olmasina dikkat edin.)Her
kuyucuga 50ul SAPE karisimi eklenir.

Plagin agz1 kapatilir ve diisiik hizda vortexlenir.

Termalcyclerda 60 C de 5dk.inkiibe edilir.

Plak termalcyclerdan ¢ikarilir, sogutulmus plaga yerlestirilir ve her kuyucuga 100ul yikama tamponu
ilave edilir. Plagin agz1 kapatilir, diigiik hizda vortexlenir.4100rpm de 5dk. santrifiijlenir.
Stipernatant, kuyucuklarda yaklagik 10ul yada daha az olacak sekilde uzaklastirilir. Cirpma metodu
kullanilarak plak ters ¢evrilmeden plagin {izerinde kalan yikama tamponu 6nceden hazirlanmis olan
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pecetelere emdirilir. Sonrasinda boncuklar plakta kalan yikama tomponunun iginde ¢oziilmeleri i¢in
vortexlenir.

Her kuyucuga 70ul Yikama Tamponu eklenir. Pipetlenir.

Biitlin 6rnekler, 80ul ‘ye ayarlanmis bir pipet kullanilarak, okuma plagina aktarilir.

Luminex LabScan 3D cihazinda Luminex X Ponent programinda ¢aligilir.

Fusion 3.4.18 programu ile degerlendirilir.

.3 PRA ve DSA Class | / Il Tarama ve Tanimlama Testleri

Hasta serumlar1 uygun saklama kosullarindan ¢ikarilarak ¢oziiliir. VVortexlenir.
Lab Screen boncuklart kullanmadan 6nce hafifce vortexlenir veya pipet ile iyice karigtirtlir.
Calismada 96°lik okuma plag: kullanilir.

5ul Lab Screen-DSA boncuklari ile 20ul test serumu ayni kuyuda 30dk.karanlikta, oda isisinda
inkiibe edilir.

Yikama soliisyonu (10X), distile su ile sulandirilarak, (1X) olarak kullanilmalidir.

Inkiibasyon sonras1 kuyulara 150ul 1X yikama tamponu eklenir. Plak iizeri yapiskan bant ile
kaplanir. Vortexlenir.

Plak 5dk. siireyle 4100rpm ‘de santrifiijlenir.

Yikama tamponu ¢irpma metodu ile plaktan uzaklastirilir.

Plaktaki kuyulara 200ul 1X yikama tamponu eklenir. Plak tizeri yapiskan bant ile kaplanir.
Vortexlenir.

Plak 5dk. siireyle 4100rpm ‘de santrifiijlenir.

Yikama tamponu ¢irpma metodu ile plaktan uzaklastirilir.

Plaktaki kuyulara 200ul 1X yikama tamponu eklenir. Plak iizeri yapiskan bant ile kaplanir.
Vortexlenir.

Plak 5dk. siireyle 4100rpm ‘de santrifiijlenir.

Yikama tamponu ¢irpma metodu ile plaktan uzaklastirilir. Boylece 3 kez yikama islemi yapilmisg
olur.

(3. Yikama sirasinda gereken miktarda 100X PE-kojuge anti-human IgG, 1X’lik yikama tamponu ile
sulandirilir.1X PE-konjuge anti-human IgG elde edilir. (Karisim karanlikta bekletilir.)

(1 test i¢in oran;1ul 100X PE-konjuge anti-human 1gG +99ul 1X’lik yikama tamponu seklindedir.)
Her test i¢in 100ul, 1X PE-konjuge anti-human IgG kuyuya eklenir. Plak iizeri yapiskan bant ile
kaplanir. Vortexlenir.

30dk. karanikta, oda 1s1sinda inkiibe edilir.

Plak 5dk. siireyle 4100rpm ‘de santrifiijlenir.

Siipernatant ¢cirpma metodu ile plaktan uzaklastirilir.

Plaktaki kuyulara 200ul 1X yikama tamponu eklenir. Plak tizeri yapigkan bant ile kaplanir.
Vortexlenir

Plak 5dk. siireyle 4100rpm ‘de santrifiijlenir

Yikama tamponu ¢irpma metodu ile plaktan uzaklastirilir

Plaktaki kuyulara 200ul 1X yikama tamponu eklenir. Plak iizeri yapiskan bant ile kaplanir.
Vortexlenir

Plak 5dk. siireyle 4100rpm ‘de santrifiijlenir

Yikama tamponu ¢irpma metodu ile plaktan uzaklastirilir

Her kuyuya 80ul 1X PBS eklenir.

Plak iizeri yeni yapigkan bant ile kapatilir. Vortexlenir.

(Plak hemen analiz edilmeyecek ise 2-8 C’de karanlikta 24 saat saklanabilir.)

Luminex LabScan 3D cihazinda Luminex X Ponent programinda ¢aligilir.

Fusion 3.4.18 programi ile degerlendirilir.
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6.9 CALISILAN ORNEKLERIN RAPORLANMASI
6.9.1 Cahsilan Orneklerin Sonu¢ Verme Siireleri Asildigi Durumlar

Belirlenen siirelerde hasta analizlerinden sonug almamayip raporlanamadigi durumlarda: Oncelikle
ayni anda calisilan tiim hasta test sonuglar1 ve analizleri kontrol edilir. Tim hasta ¢alismalarinda
sorun varsa calisilan kit igerigi, kullanilan reaktifler, mix igerigi, tag polimeraz, PCR dongiileri
kontrol edilir. Ayrica kitin lot numarasi ilgili firma aranarak ¢alismasiyla ilgili sorun olup olmadigi
sorgulanir.

Tek bir hastanin test sonuglarinda ve analizinde sorun oldugu durumlarda: Hastadan alinan kan
orneginden elde edilen ayn1 DNA ile test tekrarlanir. DNA miktarinin yetersiz oldugu diistiniildigt
durumlarda ise ayn1 kan 6rneginden yeniden DNA elde edilerek test tekrarlanir.

Hastadan alinan ilk kan 6rneginin yetersiz veya sorunlu oldugu diistiniildiigii durumlarda: Elimizde
var olan hasta bilgileri dogrultusunda hasta ve ilgili yakinlari ile iletisime gegilerek yeni kan 6rnegi
vermesi saglanir.

6.9.2 Calisilan Orneklerin Sonuc¢ Verme Siirelerinde Raporlanmasi

Orneklerin analiz asamas1 bittikten sonra, hastane HBYS programinda bulunan Doku Tipleme
kismina hasta dosya numarasi ile sisteme giris yapilir.
Calisilan teste ait giris onay kutucuklari segilir. (SSO/SSP/LCM/PRA/DSA)

e Hasta verileri HBYS ‘den alinir.
e Calisilan hastanin;
o Kullanilan ¢aligsma teknigi
o Ornek tiirti
o Ornek (DNA )kayit numarast
o Numune kabul tarihi
o Rapor tarihi ve saati
o Doku tipleme ise dondr bilgileri
o Istemi yapan hekimin adi soyadi
o Calisan teknik personel ve sorumlu 6gretim iiyesi bilgileri girilir.
e Hastane otomasyon sonug girme ekranindan ilgili yerlere hasta verileri girilir ve onaylanir.
i@ HLA-B wve HLA-DR TIPLANDIRMESI RAPORU(GENOTIP CALISMA / PCR) - — l = X, |a
[ HEMAOT ~ AYAKTAMN HASTA " YATAN HASTA
Protokol Ho Dosya Ho Wizit T arihi 570
FProtokol Adh So_vad|| ASY
e ke li ARA Ay Prot. Kurum Pol Kodu
Barkod No
Dosya No istek Yamlan Bol | Istek ID 2
Vizit Mo Ornek Tiird [ Istek ID 3
Audh | Rapor Ho |
s::a:: l BlotE | Num.Kabul Tar |
! Gorsun ? [ Onay ? [ Kan Alm Tar |
. Memuwr [
PCR-S50 PCR-SSP © Rapor Tarihi |
BS BS51 B27 BS7:01
HLA - B | =11 =1 =1 =]
HLA - DR | DR 3 | | DR4 | =l
HLA - DO | Daz | | £as (a3 | =
HLA - A | A29 | = |
Doktor D oktor
KAYDET |
Duzeltme/Silme | CIKIS |

NOT: Hasta raporu hastane HBYS sistemine kayit edilir ancak, HBYS de sadece sonucun Doku Tipleme

Laboratuvarindan alinabilecegi ibaresi vardir.

UYARI: HBYS de kayvith hasta raporunu doku tipleme laboratuvart sorumlu personeli haricinde

kimsenin gorme yetkisi yoktur.
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6.10 ANALIZ ORNEKLERI, TEST VERILERI VE SONUCLARIN ARSIVLENMESI
Bilgi giivenligi agisindan;
Biyolojik ornekler ile DNA izolatlarinin saklanmast ve yok edilmesi;

DNA Verileri ve Tiirkiye Milli DNA Veri Bankas1 Kanunu Tasarist kapsaminda;

e MADDE 10- (2) 5 inci maddenin birinci fikrasinin (b) bendinde belirtilen esaslar uyarinca DNA
analizi yapilmak iizere laboratuvara gonderilen biyolojik 6rnekler DNA analiz sonuglar1 ortaya
ciktiktan sonra ilgili mercie analiz sonug¢larinin yorumunu igeren rapor ile birlikte gonderilir. Bu
orneklerden elde edilen izolatlar en az bes yil saklanir. Ancak génderen merciin istemi iizerine
laboratuvar yetkilileri tarafindan yok edilir ve bu hususta diizenlenen tutanagin bir sureti, yok
edilmesini isteyen mercie gonderilir.

e (4) Bu madde hiikiimlerine gore elde edilen izolatlar, DNA analizinin yapildigi kurum veya
laboratuvar tarafindan teknik kosullara ve usuliine uygun olarak saklanir.

Elektronik ve kdagit ortamindaki veriler;

e Elektronik ortamdaki test siireci ile ilgili kayitlar bilgisayara sifresini laboratuvar sorumlusu ve
sorumlu yardimcisinin belirledigi ve bildigi giris ile yapilmaktadir.

e Elektronik ortamdaki veriler ayda bir olmak {izere laboratuvar sorumlu ya da yardimcisi tarafindan
harici belleklere yedeklenmektedir.

e Doku Tipleme Laboratuvarinda hasta raporlari hastalara ait 6zel dosyalarinda metal arsiv dolaplarda
saklanmaktadir.

e Bu dolaplar hastalarin giivenligi agisindan kilitli tutulmaktadir

e Rapor kayitlart en az 30 yil bu sekilde muhafaza edilmelidir.

e Hasta raporlar1 ayn1 zamanda elektronik ortamda siiresiz saklanmaktadir

Diger veriler;

e Doku Tiplendirme Laboratuvarinda i¢/dis kalite kontrol degerlendirme sonuglart yil yil
dosyalanmakta ve en az bes yil siire ile saklanmaktadir.

e Doku Tipleme Laboratuvarinda kalibrasyonu yapilan tiim cihazlarin kayitlar1 cihazlara ait
dosyalarinda en az bir yil siire ile saklanmaktadir.

6.11 DOKU TIPLEME LABORATUVARI iC VE DIS KALITE KONTROL

KTU Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Farabi Hastanesi Doku Tipleme Laboratuvari kalite
gilivenirligi acisindan i¢ ve dis kalite kontrol programlarinca kontrol edilmektedir.
6.11.1 i¢ Kalite Kontrol

I¢ kalite kontrol; 3 aylik periyotlarla daha énceden calisilip sonuglart bilinen hastalara ait DNA veya
serum Ornekleri kullanilarak SSO yo6ntemi ile HLA (A, B, C, DR, DQ, DP). SSP yontemi ile HLA (A, B,
DR, B27), PRA tarama, PRA tanimlama, DSA testlerinde ¢aligilir.

Sonuglar bir onceki sonuglar ile karsilastirilarak “Doku Tipleme Laboratuvar: I¢ Kalite
Degerlendirme Formu” da kayit altina alinip degerlendirilir ve gerekli ise ilgili iyilestirme c¢aligmalari
yapilir

Uygunsuz sonu¢ ¢iktiginda Pre analitik, Analitik ve Post analitik siiregler, ¢aligilan yontemler,
kullanilan tiim cihazlar, kullanilan kitler ve testi ¢alisanlar kontrol edilerek i¢ kalite kontrol ¢alismasi
tekrarlanir. Tekrarlanan test sonuglart uyumsuz gelirse Diizeltici Onleyici Faaliyet (DOF) baslatilir.

6.11.2 Dis Kalite Kontrol

Laboratuvarimiz kok hiicre ve kronik bobrek yetmezligi olan hasta ve vericilerinin doku tipi uyumu,
Panel reaktif antikor tarama ve tanimlama, dondre spesifik antikorlarin belirlenmesi amaciyla lenfosit ¢apraz
uyum testlerini ¢alismaktadir.

Bunlarm yani sira Insan Doku Antijenleri (HLA; Human leukocyte Antigen) ile iliskili diger
hastaliklar i¢in de (Behget, Ankilozon Spondilit, Colyak, Romatoid Artrit, Diyabet) doku tipi incelemesi
yapilmaktadir.

Laboratuvarimiz kalite giivenirligi agisindan i¢ ve dis kalite kontrol programlarinca kontrol
edilmektedir.

Dis kalite kontrol programlari, analitik sistemlerin “kararlilik ve dogruluk” lariin uzun donemde
degerlendirmesinde dnemli rol oynar.

Dis kalite kontrol efektif olarak kullanildiginda;
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e Problemlerin tanimlanmasini saglar.

e Laboratuvara performansini degerlendirme olanagi verir.
e Laboratuvarin gelismesini destekler.

e Sonuglardaki hata riskini azaltmay1 hedefler.

Doku tipleme laboratuvarimiz dis kalite kontrol degerlendirme i¢in Ulusal ve uluslararas1 dlgekte
kullanilan dis kalite kontrol programlar iiyesidir ve diizenli olarak doku tipleme, PRA, HLA doku gruplari
ve CDC ig¢in kalite kontrol programlarina katilmaktadir.

Belirli periyotlarla HLA doku gruplar1 ve CDC igin bilinen ve gizli tutulan en az 3 6rnek numune
tarafimiza calisilmak iizere gonderilir.

Calisilan orneklerin sonuglar1 Laboratuvar Sorumlusu tarafindan degerlendirilerek ilgili kurulus
tarafindan gonderilen orijinal formlara islenir ve email yoluyla firmaya gonderilir.

Daha sonra firmadan gelen geri bildirim sonuglar1 “Doku Tipleme Laboratuvart Dis Kalite
Degerlendirme Formu” da kayit altina alinarak degerlendirilir ve gerekli ise ilgili iyilestirme ¢aligmalari
yapilir.

6.12 STOK YONETIMI

Ilag, kit ve malzemelerin satin alinmasi, depolanmasi ve stok hareketlerinin izlenmesi faaliyetlerinin
yonetimi, stok yonetimi olarak adlandirilir. Stok, hareketsiz duran malzemeyi ifade eder ve potansiyel degeri
olan duragan kaynaklardir.

Hastane isletmelerinde, hastalarin teshis ve tedavi hizmetlerinin siirdiiriilebilmesi i¢in baslica
unsurlar insan giicii ve malzemelerdir. Bu iki unsurun etkinligi sunulan hizmetin de kalitesini artiracaktir.
Malzeme etkinligi ise iyi kurgulanmais bir stok yonetimi ile miimkiindiir
6.12.1 Stok Yonetiminde Amag

Stok yoOnetiminin hedefi hastane i¢in gereken minimum miktarda malzemenin stoklarda
bulundurulmasidir.

Hastane isletmeleri agisindan direkt olarak malzeme yonetimi anlamina gelen stok yonetiminin amaci,

e Istenilen zamanda,

e Istenilen miktarda,

e Istenilen yerde,

e Istenilen kalitede malzemenin saglanabilmesi i¢in ne zaman ne kadar tedarik edilebilecegi sorularina

cevap bulma iglemidir.

Hastanelerde bulunan stoklar1 genel olarak ikiye ayirabiliriz:
Tibbi Stoklar: Ilag, anestezik ajan, kit, kalibrator, kontrol serumlari vs.
Diger Stoklar: Biiro, Temizlik, Isitma, Yiyecek vs.
6.12.2 Stok Yonetiminin Faydalar:
e Talep dalgalanmalarina karsi 6nlem
Stok gereksinimleri dogru belirlendiginde finansal yonetim etkinlik kazanir
Tedarik ve satis masraflar1 azalir
Malzeme ve iriin kayiplar1 en aza indirilir
Asir stoklar 6nlenir
6.12.3 Stok Takip Sistemlerinin Amaci
e Periyodik gézlem
e Stok sevileri periyodik araliklarla kontrol edilir
e Siirekli gozlem sistemleri: Sistem stoga giris ¢ikislart takip eder ve mevcut seviyenin her an
bilinmesi miimkiin olur.

Maksimum Stok Seviyesi, Rutin siparis aralig1 i¢erisinde kuruma yetecek diizeyde stok miktaridir.

Kritik Stok Seviyesi, Rutin stok temin siiresi igerisinde kuruma yetecek stok miktaridir. Kritik stok seviyesi
asagida belirtilen siirelerden once bitmeyecek bir miktarda tespit edilmelidir.

e Talepten sonra siparis verilinceye kadar gecen siire

e Tedarik¢inin kurulusa teslim siiresi

e Muayene ve kabul islemleri
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e Depoya giris islemlerinin yapilip stoklara yansima siiresi

Minimum Stok Seviyesi, Hizl1 stok temin siiresi igerisinde kuruma yetecek stok miktaridir
6.12.4 Stok Seviyeleri ve Miat Kontrollerinin Hastane Bilgi Sistemi (HBYS) Uzerinden Takibi
Hastanemizde stok seviyeleri ve miat takipleri HBY'S lizerinden yapilmaktadir. Buradaki amag insan
kaynakli ihmalleri ortadan kaldirarak stok yonetim siirecini otomatize etmektir.
e Doku Tipleme Laboratuvari iginde yetkilendirilmis olan stok takip sorumlusu, hastane HBYS
tizerinden Ana Depo programina tanimli sifresi ile giris yapar,
e Stok-Satin alma-Ihale penceresinden malzeme ayrintilarindan laboratuvar stoklarina ulasr,

0 10,10.4.64 - KTU FARABI - Hemgirelik Stireg Yonetimi

Memr| HEMAD? | —Ameliyathane
<o, (TR Amebiyat Bilg. ve Tetkik Kaydr | /ociyot bote 1o | LCD Ekran Mesajs I
Molzeme Cofolma |  Giinkik Ameliyot Listesi |
—Girig - Cikig islemleri DEPD
Tagmu Islem Figler(Cikslor) | [HEMATOLOJI _~|  Taynw Iglem Fisler(Cikss) SARJ (Eczane)
Hastaga Ciksglar 'HEMATOLODJI [ ~] Hastaya Cikss Figi IADE (Eczane igin)
itag lade Islemi [YHEM >||Yat ~| Hemgirelik Yonetim Sistemi Regete Listesi (Eczane igin)
TPN 101 Servis Hast_ igin Diyet istedi ITS (Eczane igin)
Kemoterapi ANT E-Regete Onag |
—Stok - Satinalma - lhale—— —Aracglar —Dijer Formlar
Malzeme Agnintdan | Birimlesden Yopdan Talepler || | Eczane Son 2 Giinde Aldsiis ilag Listesi |
Malzeme Kontrolii ihacat Kontrol Personel Yemek Istek Formu |
Stok Detay Girme Hizmet Kagt Asa (in Istek Formu |
Malzeme Satinalma | stedi Hasta Rapor Bilgileri | Personel Mesai Tammlama Formu |
Ihale Sieci | Kalite Koosdinatarij | Asi Kagit | Dojjum Deii.| Y.Doglst |
Depo Malzeme/ilag/Demirbas Isteds Yil Sonu Saymm Formu Zimmet Dokiimii | Zimmet Listesi |
Malzeme Sorun Bildirme 1201 +||03 ~| Aybk Rapor| Onayla
Hasta Igin Malzeme Talep Etme Hemsirelik Bakm Plantan I
Hasta Malzeme Talep Kargla |
Giincelle | Dupuuler | Telefon Rehbesi | Istek Biddirimi | Arnza Bildirimi | Ciksg |

NOT: HKS, belirlenen stok seviyelerine ulasilmasi durumunda bu seviyelerin vermis oldugu mesaj dogrultusunda
atilmas gereken adimlarin atilmis olmasini istemektedir.

e Daha sonra stok programindan ana depodaki genel stoklarina ve laboratuvarda bulunan malzeme
stoguna ulasarak takibini yapar.

6.12.5 Stoklarin Uygun Kosullarda Muhafaza Edilmesi
Stok yonetim siirecinin 6nemli asamalarinda biri de temin edilen stoklarin uygun kosullarda muhafaza
edilmesinin saglanmasidir.
Bu amag dogrultusunda;
Depo yerlesim planlarinin olusturulmasi,
Hemzemin yerlestirme yapilmamasi,
Depo ve buzdolaplari i¢in sicaklik ve nem takiplerinin yapilmasi,
Istiflemede malzemelerin tavandan en az 40 cm asagida yapilmasi
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Depoda Stoklara lliskin Uyulmas: Gereken

Kurallar

e Stoklarn, kolileri {izerinde yer alan ikazlara uygun muhafaza edilmesi

Koli Uzerinde Yer Alan ikazlardan Ornekler

Malzemenin cinsine gore uygun yerlestirme yapilmasi,
Depoya 0zgii olasi riskler belirlenmesi ve bu risklere iligkin 6nlemlerin alinmasi istenmektedir.

6.12.6 Stok Yonetimi Sorumlular:

e Anabilim/Bilim Dali/Bo6liim Baskanlar

e Boliim/Birim Sorumlusu

e Doku Tipleme Laboratuvar Cahsanlar:

6.12.7 Kitlerin Satin Alinma Siireci
e Bashekimlik Makamina belirlenen giincel isteklerin temini yoniinde 1 yillik istek sunulur.
e Sunulan bu planin doku tipleme laboratuvar tarafindan hazirlanan bu planin teknik sartnamesi
bulunur.
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¢ Bu sartname sistem ile ilgili gereksinimleri ve kitlerin 6zelliklerini belirtir.
e Bashekimlik planlama ve satin alma birimleri gerekli caligmalar1 yapar ve ihale giiniinii tespit eder.
e Ihale sonucuna gore yasal teslimat siiresi baslar.

6.12.8 Kitlerin Kabulii
e Yasal siire i¢inde, teslimat tarihinden Once sartnamede belirtilen demostrasyon, 6rnek numune vb.
sartlar icin 6rnek kabul blirosunda incelemeler yapilir.
e Onay verilirse yasal teslimat siiresinde belirtilen miktar ve ¢esit iirliinler kisitm kisim alinmaya
baslanir.

6.12.9 Kitlerin Muhafaza Edilmesi

Muhafaza iki kisimdan olusur.
1.Kasim: Baghekimlik tarafindan belirlenen merkezi depoda kitlerin muhafazasi i¢in ayrilmig dolaplarda
uygun kosullarda sicaklik kontrolleri yapilarak muhafaza edilir.
2.Kisim: Merkezi depodan ihtiyaca gore alinan malzemeler uygun sicaklik kosullarinda laboratuvar
ortaminda bulunan dolaplarda muhafaza edilir.
Minimum ve Maksimum Diizeylerin Kontrolii: Maksimum seviye ana depoda bulunur. Minimum seviye
her test grubundan 100’er test olmak kaydiyla doku tipleme laboratuvarinda bulunur.

7.0 ILGILi DOKUMANLAR
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