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Sevgili Ogrenciler;
Klinik laboratuvarlar, saglik hizmetleri butiinligiinin bolinmez unsurlarindan

biridir ve hastaligin teshisinden tedavisine kadar tim suireci buyiik clguide etkile-
mektedir. T1bbi laborantlar, tedavinin ilk basamagini olusturan dogru tan1 koymada
hekimlere yol gosteren gizli kahramanlardir. Dolayisiyla laborantlar hastanin dogru
bir tedavi gormesinde en 6nemli basamakta durmaktadirlar. Bu sebepten laborant-
lar klinik laboratuvarlarda uygulanan testleri bilmekle kalmayip rutin testlere de
hakim olmalidirlar. Hematoloji laboratuvar uygulamalar: alaninda yasanan kaynak
eksikliginden dogan ihtiyagla hazirladigimiz bu kitap, rutin hematoloji laboratuvar
uygulamalarini anlatan test protokollerini icermektedir. Hematoloji laboratuvarinda
yapilan testler hakkinda bilgi sahibi olarak hematolojik testleri kolaylikla uygula-
maniza yarayacak “Hematoloji Laboratuvar:1 Uygulama Kitab1”, meslek hayatina
atildiginizda size yol gosteren kilavuz niteliginde bir kitap olacaktur.

Gerek uygulama derslerinde gerekse meslek hayatinizda kullanacaginiz bu
kilavuzun faydali olmasini umut eder, gelecekteki meslek hayatinizda basarilar

dilerim.
Ogr. Gor. Zeynep Akidag:

Nisan 2019



TESEKKUR

Hematoloji laboratuvari uygulamalarinin kitap haline gelmesinde benden destek-
lerini esirgemeyen kiymetli hocam Prof. Dr. Tiirkan Patiroglu’na, basta Prof. Dr.
Vesile Senol ve Ars. Gor. Nurten Bayraktar olmak tizere emegi gecen Kapadokya
Universitesi’nin degerli 6gretim elemanlarina ve diger mesai arkadaslarima, ki-
tab1 hazirlama stireci boyunca bana destek ve sevk veren canim aileme goniilden
tesekkiirlerimi sunarim.. .
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HEMATOLO]JIYE GIRIS

Hematolojinin Tanimi

Hematoloji: Hematoloji, kanin yapisini ve isleyisini inceleyen bilim dalidir. Kanin
normal isleyisinin incelenmesinin yani sira kan hiticreleri ve kan hiicrelerini tireten
organlarda meydana gelen patolojiler de hematolojinin konular1 arasindadir (T. C.
MEB, Saglik Hizmetleri, 2016).

Kan: Kirmiz1 renkte, damarlarda akan ve hayati 0nem tasiyan kolloid sividir.
Hiicreler ve plazma olmak tizere iki kisstmdan olusur (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri,
2016).

Hematoloji bilimi asagidaki konular1 inceler:

Kan morfolojisi ve yapisinin incelenmesi,

Kan fizyolojisi ve incelenmesi,

Kan hitcrelerinin morfolojisi ve yapisi,

Kandan kaynaklanan hastaliklar,

Kan kaynakli hastaliklarin tanisinda kullanilan yontemler,

Tedavide kan komponentlerinin hazirlanmasi.

Kan Hastaliklar1

Klinik laboratuvarlarda yapilan cesitli hematolojik analizler sonucunda kan hiicre-
lerinde ya da kan hiicresi lireten organlarda ortaya ¢ikan patolojiler; 16semi, anemi
ya da kanama diyatezleri gibi hematolojik hastalarin ayiric1 tanisinda hematologlara

yol gosterici olur.



10 Bolim 1: Hematolojiye Giris

Kan Hastaliklar: Tanisinda Kullanilan Yontemler
Eritrosit Analizleri

¢ Eritrosit indeksleri,

* Hemoglobin analizi,

¢ Hematokrit analizi,

* Fetal hemoglobin (Hb F) analizi,

* Hemoglobin elektroforezi testi,

* Oraklasma testi (Sickling),

* Osmotik frajilite analizi,

* Sukroz hemoliz (sekerli su) testi,

* G6PD (Glikoz 6 fosfat Dehidrogenez) tayini,
¢ Serumda demir analizi,

* Demir baglama kapasitesinin olgtilmesi.

Lokosit Analizleri

* Periferik kan yaymasi (formil lokosit),

* Kemik iligi yayma boyamasi,

» Koagulasyon analizleri,

* Fibrinojen tayini,

¢ Faktor analizleri,

* Pihtilagsma zamani testi (PZ),

* Kanama zamanu testi (KZ),

* Protrombin zamani (PTZ) 6l¢imi,

» Aktive Parsiyel Tromboplastin zamani (aPTT) ol¢umii,
* Protrombin Harcanma zamani (PCT) o6l¢iim,

* Tromboplastin Jenerasyon testi (TGT) testi,

2
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 11

Kan Merkezinde Yapilan Analizler

* Kan grubu ve Rh faktoru analizleri,

¢ Direkt ve indirekt Coomb’s testleri,

* Cross-Match (¢apraz karsilastirma) testi,
* Bagiscidan kan alma,

* Kan komponentlerinin hazirlanmasi (eritrosit, trombosit stispansiyonu, plazma
ve kriyopresipitat),

* Rh antikor titrasyonu,

Hematoloji Laboratuarlarinda Kullanilan Malzemeler

» Tupler,

Lam-lamel,

* Pipetler,

* Otomatik pipetler,

* Sayim kamaralar1 (Thoma, Neubauer, Bright Line Lamu),
* Kronometre,

* Turnike, Enjektor-Vacutainer,

¢ Lanset,

* Preparat boyama seti (1zgarasi),

» Tup sporu,

* Antikoagulanl: tupler,

* Hiicre sayim pipetleri (eritrosit ve 16kosit pipeti).

Kimyasal Maddeler
* Tampon ¢ozeltiler (PBS, SF, Tris vs.),
* Antikoaguilan maddeler (EDTA, sitrat, heparin,Okzalat vs.),
* Periferik yayma icin boyalar (Giemsa, Wright vs.),

e Ticari test kitleri,
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12 Bolim 1: Hematolojiye Giris

¢ Coomb’s serumu,

 Immersiyon (sedir) yags,

Cihaz ve Ekipmanlar

* Mikroskop,

* Spektrofotometre,

e Etuv,

* pH metre,

* Santrifj,

 Distile su cihazi,

» Terazi-Hassas terazi,

* Elektroforez cihazi (Hemoglobin i¢in),
¢ Buzdolabi,

¢ Benmari,

¢ Otoanalizorler.

Hematoloji Laboratuvarinda Calisirken Dikkat Edilecek Hu-
suslar
* Laboratuvarda ¢alisanlarin guivenligi i¢in alinmasi gereken baslica tedbirler-

den ilki, eldiven giymektir. Bunun yaninda onliik kullanilmali, gerektiginde

ise maske takilmalidir.
* Analiz oncesi gerekli olan arag-gereg ve cihazlar hazirlanmali.

* Laboratuvara gelen kan orneklerinde isim, soy isim, tarih ve protokol numara-
sinin yer almasina ve istem kagidi ile uyumlu olmasina dikkat edilmelidir.

* Analiz i¢in kullanilacak 6rneklerin uygun teknik ve yontemlerle alinmasina
ve uygun olmayan numunelerin (hemoliz, piht1 vs.) alinmamasina 6zen goste-
rilmelidir.

* Analiz sirasinda numunelerin bekleme siirelerinin takip edilmesi analiz so-

nuglarinin etkilenmemesi agisindan 6nem tasimaktadir.

KAPADOKYA
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 13

Analiz sonunda tahlil sonuglarinin hasta kimligiyle uyum saglamasi ve arsiv-

lenmesi Onemlidir.

Analiz esnasinda acilden gelen orneklerin oncelikli ¢alisilarak ilgili birime

bildirilmesi zorunludur.

Calisanlar arasinda nobet devri esnasinda gece yapilan islemler bildirilmelidir.

Nobet usulu ¢aligmayan laboratuvarlarda ise ¢alisma bittikten sonra cam
olan malzemeler yikanmali ¢aligma alani temizlenmeli ve gerekli cihazlar
kapatilmalidir.

Hematoloji Laboratuvarinda Bazi1 Malzemelerin Temizligi

Cam malzemelerin temizligi: Lam ve lameller gibi cam malzemeler yaralama riski
oldugundan kesici ve delici tibbi atik kutusuna atilmalidir.

Mikropipetlerin temizligi: Mikropipetler, hematoloji laboratuvarinda sikca
kirlenen malzemelerden biridir. Tikanan mikropipetler %1’lik NaOH (sodyum
hidroksit) kullanilarak temizlenir.

Lokosit sayiminda kullanilan pipetteki mor lekeyi gidermek icin pipet alkolle
temizlenir. Eritrosit sayimi i¢in kullanilan pipetteki leke ise amonyak kullanilarak
temizlenmelidir.

Sayim kamarasinin temizligi: Sayim kamaralarini temizlemek igin sirasiyla
distile su, alkol ve aseton kullanilarak kan tortulari temizlenebilir. Kurulamak i¢in
genelde gazli bez kullanilir. Sayim yapilan kareli bolgeye elle temas olmamalidir.

Kanin Morfolojik ve Fizyolojik Yapis1

Kan dokusu viicudumuzun %8’ini olusturur. Viicuttaki toplam kan miktar: 4 ila
6 litre arasindadir. Kan, organizmada gerekli olan oksijen ve karbondioksit gibi
gazlar1 ve hiucreler i¢in gerekli olan besinleri tasiyan ve hiicresel aktivite sonucu
aciga ¢ikan atik maddelerin uzaklastirilmasini saglayan sividir. Ayrica viicut 1s1sinin
duzenlenmesinde, hormonlarin ve savunma hiicrelerinin ilgili yerlere tasinmasinda
da gorevlidir. Kan, proteinler, yaglar ve karbonhidratlar, antikorlar, enzimler ve
hormonlar gibi ¢esitli maddeleri iceren bir plazma kismindan ve eritrosit, 1okosit ve
trombositler gibi hiicreleri kapsayan sekilli elemanlardan meydana gelir (Hoffbrand
ve Moss, 2018).
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14 Bolim 1: Hematolojiye Giris

Kanin Gorevleri:

* Kanin bagslica gorevi tasimadir. Viicutta besinleri, atik maddeleri, oksijen ve
karbondioksiti ilgili organlara tasir ve gereken yerlere ulastirir.

* Kan, eritrositlerin tasidigi Hemoglobin molekiiluiyle solunuma yardimci olur.
Hemoglobin sayesinde O, aligverisi saglanmis olur.

* Kanin hiicresel elemanlarindan lokositler, bagisiklik sistemimizde rol alir.
Viicudumuz enfeksiyonlarla, l1okositler ve onlarin tirettigi antikorlar sayesinde

savagir.

* Kanda bulunan trombositler sayesinde ise akan kan pihtilasir ve hemostazi
saglanmis olur. Olusan biyokimyasal olaylar sonucu gerekli tamponlar kulla-
nilarak asit ve baz dengesi kan sayesinde dengede sabit tutulur (kan pH: 7.45).
Kan ayni1 zamanda viicut 1s1sinin diizenlenmesinde de gorev alir (Hoffbrand
ve Moss, 2018).

Kanin yapisi

Kanin yarisi, sivi olan bolumden yani plazmadan meydana gelir. Diger yarisi ise ka-
nin iginde cesitli gorevler ustlenmis olan hiicreler veya molekiillerdir. Kanin sekilli
elemanlari; eritrosit (alyuvar), lokosit (akyuvar) ve trombositler (kan pulcuklari)
olarak gruplandirilir. Sekilli elemanlar, tim kanin %40-45’ini meydana getirir.

Dikkat! Kan; plazma ve sekilli elemanlar olarak iki kisma ayrilir. I

Kan Plazmasi: Kanin %60’1n1 olusturan; su, organik ve inorganik maddeleri

iceren kismudir.
Sekilli Elemanlar: Kanin %40’ 1n1 olusturan; eritrosit, Iokosit ve trombositlerden
meydana gelen kismidir.

Kanin Hucresel Kismi1

Eritrositler (alyuvarlar=kirmizi kan hiicreleri): Eritrositler kanda en ¢ok bulunan
hiicrelerdir ve ¢ekirdekleri yoktur. Bunun en 6nemli nedeni, kanin kirmizi renkte
olmasini saglayan Hemoglobin molekiiliinii bulundurmasidir. 1 mm? kanda 4-5
milyon eritrosit vardir (Resim 1).
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 15

Resim 1: Eritrositler Resim 2: Lokositler (monosit)

Lokositler (akyuvarlar=beyaz kan hiicreleri): Lokositlerin birincil gorevi, vi-
cudumuzu hastalik etmenlerine karsi korumaktir. Saglikli insanlarda 1mm? kanda
4-10.000 kadar olan lokosit sayis1, enfeksiyonlarda artar. Enfeksiyonlarda oldugu
gibi alerjik durumlarda da lokositlerin sayilar1 artar (Resim 2).

Trombositler (platelet=kan pulcuklar1): Trombositler, diger adiyla kan pulcuk-
lar1 Hemostaz yani organizmanin i¢ dengesinden sorumlu olan hiicrelerdir. Trombo-
sitler, bu i¢ dengeyi pithtilasma mekanizmalarini kontrol ederek yaparlar. Viicutta
pithtilasmadan sorumlu olan trombositler, damarda akan kanin pihtilasmamasini,
bir yaralanma oldugunda ise kanin pihtilasmasini saglayan hiicrelerdir. Kanda
150-400 bin/mm? kadar trombosit bulunur (Resim 3).

Resim 3: Trombositler

Kanin $ekilsiz Kismi: Plazma

Kanin hticre icermeyen, sar1 renkli s1vi kismidir. Plazma kanin yaklasik %60'1n1
kaplar. Su, plazma igeriginde bliyiik bir orana (%90) sahiptir. Buna ek olarak, plaz-
mada organik (%80) ve inorganik maddeler (%2) yer alir. Plazmanin biyiik kismini
olusturan proteinler arasinda en fazla yer kaplayan albumindir. Ayrica globulinler
ve fibrinojen, plazma proteinlerini olusturur. Proteinlerin disinda plazmada cesitli
metabolizma urunleri de bulunur. Bunlar urik asit, kreatinin, ure, aminoasitler,
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16 Bolim 1: Hematolojiye Giris

yaglar ve glikoz gibi organik maddelerdir. Kanin icerdigi inorganik maddeler ise
sodyum, potasyum, klor ve kalsiyum gibi ¢esitli minarellerdir. Ayrica pihtilasmada
gorevli faktorler, enzimler, hormonlar, kan gazlari, antikorlar ve vitaminler de

plazmanin igeriginde yer alan maddelerdir (Lanzkowsky, 2016).

DIKKAT! Plazma ve serum arasindaki tek fark, fibrinojendir. Serumda fibri-

nojen bulunmaz, ancak plazmada bulunur.

Bunun sebebi, antikoagiilanli tiipler i¢inde bulunan EDTA ve sitrat gibi maddele-
rin kandaki kalsiyumu baglayarak fibrinojenin fibrine dontismesini engellemesidir.
Boylelikle, fibrinojen plazmada kalir. Fakat antikoagiilan madde igcermeyen tiip-
lere alinan kanda, kalsiyumun etkisiyle fibrinojen fibrine dontiiseceginden serumda
bulunmaz.

Bilirubin, kolesterol ve kreatinin disinda bir¢cok maddenin plazma ve serum
konsantrasyonlari farklilik gosterir (Tablo 1).

Plazmada Serumda Yiiksek | Serum ve Plazmada
Yiiksek Olanlar Olanlar Esit Olanlar
Kalsiyum Albimin Bilirubin
Total Protein Glikoz Kolesterol
LDH ALP Kreatin
Kloriir Ure
Urik asit
Sodyum
Potasyum
Fosfat

Tablo 1: Plazma ve serum iginde bulunan bazi maddelerin konsantrasyon farklar:

Tedavide Kullanilan Kan Uriinleri

Tibbi tedavi amacli kullanilmak tizere bagiscilardan (donor) kan alinarak labo-
ratuvar testleri yapilir. Kana ihtiya¢ oldugunda ya da ¢esitli kan hastaliklarinin
tedavisinde kullanmak i¢in tam kan alinarak kan urunleri (eritrosit, granulosit
trombosit siispansiyonu, plazma ve plazmadan elde edilen faktorler, kriyopresipitat,
albimin ve immiinglobulin) hazirlanir. Kan tirtinlerinin hazirlanmasi, muhafaza
edilerek saklanmasi ve dagitim isleri kan bankalar1 ya da kan merkezleri tarafindan
yapilir (T. C. Saglik Bakanligi, 2016).
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HEMATOLOJ1 GENEL BILGISI

Hematopoetik Kok Hiucre

Kok hiicreler, kemik iliginden gelisen ¢esitli hiicre tiplerine (kemik, kikirdak, sinir
vs.) dontsebilme potansiyeline sahip farklilasmamis hiicrelerdir. Hematopoetik kok
hiicreler ise kan htuicrelerini olusturacak oncul hiicrelerdir (Anak vd., 2011)(Sekil 1).

setcounterfigure0

&

Multipotent

Hematopoetik Kék Hiicre O

Myeloid Progenitér
Lenfoid Progenitor

P Myeloblast
I
. B A 3
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T Q@@

Bazofil Eozinofil Nétrofil Monosit
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Sekil 1: Hematopoetik Kok Hiicreden Kan Hiicrelerinin Gelisimi (Kaynak: Shutterstock)

Hematolojik Analizler i¢in Kan Orneklerinin Alinmasi

Hematoloji laboratuvarinda kullanilan temel klinik 6rnek kandir. Kan, yapilacak
olan test turtine gore farkli 6rnek tiplerine alinir. Hematolojik analizlerde genellikle
antikoaguilanli kan ornegi tercih edilir. Antikoagiilanli kan 6rnekleri tuplerine
alindiktan hemen sonra tiipler hafif sekilde alt iist edilerek antikoagtlan ile karisimi
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18 Bolim 2: Hematoloji Genel Bilgisi

saglanir. Serum elde edilmek isteniyorsa kuru tiiplere, kan alimindan sonra tiip
calkalanmadan dik bir sekilde en az 15 dakika kadar bekletilmesinin ardindan
santrifiij islemi uygulanir (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri, 2011a).

Hematoloji Laboratuvar1 Ornek Alim Tiipleri

Mor veya pembe kapakli EDTA’]1 tiipler: Mor ve pembe kapakli tuplerde EDTA
(Etilen Diamin Tetra Asetikasit) denilen bir kimyasal bulunur. Bu kimyasal kan
icindeki kalsiyumu tutarak pihtilasmaya engel olur. Bu sebepten tam kandan ¢alisi-
lacak analizler EDTAl1 tiiplerden ¢alisilir. EDTA ticari olarak potasyum (K2-EDTA)
ve sodyum (Na-EDTA) tuzlar1 halinde iki sekilde bulunur. EDTA’]1 tiiplerle; He-
mogram, Retikiilosit, Formil Lokosit, Kan Grubu, Crossmatch ve Coomb’s testleri
calisilir (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri, 2011a) (Resim 4a).

Mavi kapakli sitrath tiipler: Bu tuplerle genellikle Koagiilasyon testleri gali-
silmaktadir. Mavi kapakl: tuplerin i¢inde %3,8 kadar disodyum sitrat soliisyonu
bulunur. Bu tuplerle PT, aPTT, Fibrinojen, D-Dimer, Koagiilasyon Faktorleri (F1’den
F13’e kadar), Kollajen-Epinefrin, Protein C, Protein S, Lupus Antikoagiilan1 ve
Antifaktor Xa ¢alisilir (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri, 2011a) (Resim 4b).

Siyah kapaklu sitratl: tiipler: Eritrosit sedimantasyon hizi 6l¢imi (ESR) i¢in
kullanilir (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri, 2011a)(Resim4c).

Resim 4: EDTA’ I1 mor-pembe kapakli tiip (a), Mavi kapakli sitrath tiip (b), Siyah kapakli sitrath tiip (c)

Hematoloji Laboratuvar1 Ornek Kabul ve Ret Kriterleri

Ornek kabul kriterleri:

* Testler i¢in uygun vakumlu tiiplere alinmis numuneler kabul edilmelidir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 19

Hemolizli olmayan ornekler kabul edilmelidir.

Piht1 icermeyen ornekler kabul edilmelidir.

Tuplerin tizerinde belirtilen seviyeye kadar alinmis ornekler kabul edilmelidir.
Tiplerin tizerinde hasta barkodu bulunan 6rnekler kabul edilmelidir.

Tuplere alinan ve barkodu yapistirilan 6rnekler 30 dakikay1 ge¢meden kabul
edilmelidir (Ayaz, 2012:54).

Ornek Ret Kriterleri:

Hasta isim ve bilgilerini icermeyen, numunenin tirtintn belirtilmedigi 6rnek-
ler kabul edilmez.

Uzerinde barkod olmayan numuneler kabul edilmez.
Tup seviyelerinde yeteri kadar alinmamis ornekler kabul edilmez.
Hemolizli kanlar kabul edilmez.

Lipemik ve ikterik numunelerle ¢alisildiginda laboratuvar otomasyonu tize-
rinden numunenin durumu agiklanir.

Pihtil1 6rnekler kabul edilmez.

Uygun transfer kosullarinda getirilmeyen numuneler kabul edilmez.
Fazla beklemis ornekler kabul edilmez.

Baska maddelerle kontamine olmus 6rnekler kabul edilmez.

Ornek iizerindeki barkodlar silik ve/veya yirtik ise kabul edilmez (Ayaz,
2012:54).

S
@
KAPADOKYA
UNIVERSITESI



KAN ALMA PRENSIPLERI

Kan Analizleri Genel Bilgiler

Hematolojik analizlerin numunesi genellikle kandir. Kan analizleri i¢in venden,
arterden ve kapillerden kan alinir (Akbas vd.,2000).

Tam kan: Serum ve plazmaya ayrilmamas, igerisinde hi¢bir kimyasal madde
bulunmayan ve hastadan direkt kuru tuplere alinan kandur.

Serum: Tam kan alindiktan bir stire sonra pihtilasan ve dibe ¢oken sekilli ele-
manlardan ayrilan kanin sar1 renkli iist kismidir.

Plazma: Icerisinde antikoagtilan bulunan tiipe alinan ve fibrinojen igeren kanin
sekilli elemanlarindan ayrilmais sivi kismidar.

Kan Numunesi Alim Sekilleri

Venoz kan alma: Tibbi laboratuvarda basta biyokimyasal analizler olmak iizere
bir¢ok analiz venoz kandan ¢alisilir. Eriskinlerde antekubital fossa veninden ya da
derinin yuzeyine yakin venlerden, venoz kan alinabilir.

Arteriyel kan alma: Kan gazi testleri i¢in alinir. Bu islem i¢in anatomik yapinin
iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu sebeple, arteriyel kan alma islemini hemsireler
degil, doktorlar yapar.

Kapiller kan alma: Bazi1 analizler i¢in ¢ok az miktarda alinan kan yeterli olmak-
tadir. Bu durumlarda parmak ucundan ya da topuktan kan alma islemi yapilabilir.
Bunun i¢in lansetle deri delinir ve kapiller tuplerle kan alinir. Kapiller kan; hema-
tokrit tayini, eritrosit, lokosit ve trombosit sayimi, periferik yayma, kan grubu tayini
ve yeni doganlardan, bebek ve ¢cocuklardan alinan bazi analizler i¢in kullanilir.

Kan Alirken Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Kan alirken en basta dikkat edilecek husus, dogru tipe dogru miktarda hemoliz
etmeden kanin alinmasidir. Eritrositlerin par¢alanmasi sonucu olusan hemoliz, kan
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 21

serumunun rengini kirmiziya gevirir. Bu kirmizilik ancak hemoglobinin serumdaki
yogunlugu 20 mg/dL’yi gecerse gozle goruntr bir hal alir (Akbas vd., 2000).

Pediatrik tiipler: Icinde EDTA bulunan diger tuplere gore daha kiiciik olan,
¢ocuklardan kan almak i¢in kullanilan tiiplerdir.

Siyah kapakli tiipler: Sedimentasyon tupleridir. Otomatik cihazlara yerlestiri-
lerek ol¢um yapilir.

Kirmiz1 ve sar1 kapakl: tiipler: Bos kuru tiiplerdir. Igerisinde herhangi bir
antikoagiilan yoktur. Serum ile calisilan testler i¢in otoanalizorlerde kullanilir.

Mavi kapakl tiipler: Genelde koagulasyon testleri mavi kapakli tuplere alinan
plazmadan ¢aligilir. Iginde %3,8 oraninda sitrat bulunur.

Mor kapakl1 tiipler: Bu tiipler en ¢ok hemogram (CBC) tupu olarak kullanilir.
I¢inde pihtilasmayi engelleyici EDTA denilen antikoagtilan madde bulunur. Bu
tupteki kan, tam kandir.

Venoz Kan Alma

Venoz kan alma hazirlig:

* Venoz kan alma islemi i¢in gereken arag ve geregler dnceden hazirlanmalidir.

* Kan alma islemi ger¢eklesmeden once yapilmasi gereken ilk adim hastanin
adinin ve soyadinin sorulmasi ve kimlik dogrulanmasinin yapilmasidir.

* Bazi biyokimyasal tahliller i¢in aclik ve tokluk 6nemli oldugundan hastaya
kan almadan 6nce durumu sorulmalidir.

* Kullanilacak igne ucu belirlenmelidir. Yetiskinlerde genellikle 19-20 numaral
igne ucu kullanilir.

* Hasta, kan1 kan alma koltugunda vermelidir. Kan almadan 6nce hasta uygun
pozisyonda olmalidir.

e Kan almak i¢in hastadan kolunu duz tutmasi istenmelidir.

* Hasta kolundaki uygun ven, palpasyon hareketiyle secilir. Genellikle ytuizeye
yakin ve kalin oldugundan antekubital fossadaki ven tercih edilir. Hematom
olan koldan veya kadinlarda mastektomi yapilmis koldan kan alinmamalidir.

* Kan almak i¢in turnike, kan alinacak bolgenin 10-15 cm yukarisina baglanir.
Turnike uzun stire bagli kalmamalidir. Aksi halde biyokimyasal sonuglar
etkilenebilir.

* Kan almadan once mutlaka kan alinacak bolge %70’lik alkollii pamukla te-
mizlenmeli ve kurumasi beklenmelidir.
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22 Bolum 3: Kan Alma Prensipleri

* Venden kan alma esnasinda hastanin elini yumruk yapmasinda sakinca yoktur
fakat elini agip kapatmamalidir. Ciinki bu hareket kandaki bazi maddelerin
(sodyum, potasyum, laktat) artmasina sebep olabilir.

* Hastanin kolu mumkiin oldugunca sabitlenmeli, kan alma sirasinda kol kipir-
datilmamalidir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitabi 23

Uygulama: Venoz Kan Alma

Amag

Uygun teknikler kullanarak analizler i¢in gerekli olan kani toplardamardan (ven)
alma.

Arag - Geregler:

Kan alma koltugu,

Alkollii pamuk,

Vakumlu kan tupleri (Resim 5),

Turnike (Resim 6),

Steril enjektor/Vacutainer ve igneleri

Resim 5: Kan Tiipleri

(Resim 7),

Flaster ya da nokta bant,

* Kuru pamuk.

~q
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Resim 6: Turnike Resim 7: Vacutainer ignesi ve holdir
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24 Bolim 3: Kan Alma Prensipleri

Uygulama: Enjektor ile Venoz Kan Alma

Uygulama Basamaklar1 Kontrol

1 Venoz kan almadan once gerekli malzemeler hazirlanir ve eldiven giyilir.

2 Turnike baglanarak palpasyonla kan alinacak damar segilir. %70’lik alkollii

pamukla temizlenir ve kurumasi beklenir.

3 Turnike, se¢ilen damarin 10-15 cm yukarisina baglanir ve ignenin kapagi
¢ikarilarak bos enjektore hava gekilip itilir. Bu hareket, kanin daha kolay

bi¢imde enjektdre akmasini saglayacaktir.

4 Igne, kan alinacak vene paralel bir sekilde tutulur ve 15 derecelik agiyla damar
icine dogru itilir. Ignenin damara girdigi hissedildiginde, daha fazla ileri dogru

itilmez.

5 Enjektor damara girdigi anda parmakla igne sabitlenir ve diger elle piston
cekilir. Eger igne damarda ise enjektore kan kolaylikla gelir. Damarda degilse

kan gelmeyecektir. Enjektore istenilen miktarda kan ¢ekildiginde turnike agilir.

(=)

Enjektore istenilen miktarda kan ¢ekildiginde turnike agilir.

~

Kuru pamukla kan alinan bolgeye baski uygulayarak igne yavasca geri gekilir.
Kuru pamuk altta kalacak sekilde flasterle kan alinan bélgenin kanamasi
engellenerek hastaya nokta bant verilir. Hastaya kan alinan bolgeye 5 dakika

kadar bastirmasi ve sonrasinda nokta bandi yapistirmasi sdylenir.

8 Enjektoriin ignesi kesici delici tibbi atik kutusuna atilir. Enjektordeki kan ise
istenilen analiz tliplerine aktarilir. Birkag tiipe aktarilacaksa kan, sirasiyla 6nce
kirmizi kapakli kuru tiip, mavi kapakli sitratl tip, yesil kapakli heparinli tip,
mor kapakli EDTA’l1 tiip ve diger tiiplere tiip kenarindan sizdirilarak bosaltilir.

Enjektor ise standart tibbi atik kutusuna atilir.

9 Kan, tiplere aktarilirken hemolizi 6nlemek i¢in tiip kenarindan sizdirarak

bosaltilmali ve antikoagiilanl tiipler yavasca alt iist edilerek karigtirilmalidir.

Kuru tupleri ise karigtirmaya gerek yoktur.

2
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Uygulama: Vakutainer ile Vakumlu Tuplere Venoz Kan Alma

Uygulama Basamaklar:

Kontrol

1 Venoz kan almadan once gerekli malzemeler hazirlanir ve eldiven giyilir.

2 Turnike baglanarak palpasyonla kan alinacak damar segilir. %70’lik alkollii
pamukla temizlenir ve kurumasi beklenir.

3 Vakumlu kan alma ignesi, kapag1 acilmadan holdira yerlestirilir. [nenin
sabitlendiginden emin olunur.

4 Hasta barkodlar1 6nceden yapistirilmis tiipler, kan alma sirasina gore hazirlanir.

5 Secilen damara vakumlu igne ile 15 derecelik agryla paralel bir sekilde girilir.
Ilk siradaki tiip iki parmak holdiri sabitleyecek bicimde yerlestirilir. Damara
girdikten sonra a¢1 biraz diisiiriilerek ilerlenir. Eger damara denk gelinmisse
tipe kan gelmeye bagslayacaktir.

6 Kan, tiipe dolmaya baslayinca turnike gevsetilmelidir. Eger kan alinacak tiip
fazlaysa 2. 3. tiipten sonra turnike gevsetilebilir.

7 Tupler i¢lerindeki vakum bitene kadar doldurulmalidir. Aksi halde kan tiiplerin
istenilen seviyesine kadar dolmayacak ve bu durum analiz sonucunu
etkileyecektir.

8 Vakumu biten tiip ¢ikarilip diger tiip takilirken parmaklarimiz yardimiyla
holdir sabitlenmelidir. Aksi halde igne damardan ¢ikabilir.

9 Seviyesine kadar kanla dolan tipler, alt iist edilerek spora konmalidir.

10 Turnike agilir. Sol elle tutulan kuru pamuk, kan alinan bolgeye sabitlenir ve sag
eldeki igne yavasca gekilir. igne, kesici delici tibbi atik kutusuna atilmalidur.
Holdir, eger hastayla kan temasi olmamigsa, bir sonraki hasta i¢in kullanilabilir.

11 Kuru pamukla kan alinan bolgeye bir bask: uygulayarak igne yavasca geri

gekilir. Kuru pamuk altta kalacak sekilde flasterle kan alinan bdlgenin kanamasi
engellenerek hastaya nokta bant verilir. Hastaya kan alinan bolgeye 5 dk dakika

kadar bastirmasi, sonrasinda ise nokta bandi yapistirmasi soylenir.
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26 Bolum 3: Kan Alma Prensipleri

Uygulama: Venoz Kan Alma

Ogrenci Raporu:
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Hemoliz Nedir?

Hemoliz, eritrositlerin par¢alanmas: sonucunda i¢lerindeki hemoglobin molekiilii-
nun serbest kalmasi ve serum renginin kirmiziya donmesiyle tanimlanir (Turkmen
vd., 2007) (Resim8b). Normalde viicudumuzda yalnizca yaslanan eritrositlerin
parcalanmasindan dolay: bir hemoliz gergeklesir. Hemoliz bazi nedenlere bagl
olarak ortaya ¢ikabilir; kan transfizyonlarinda meydana gelen uyumsuzluklar, kan
uyusmazligina bagli olan yeni dogan hemolitik anemisi gibi bazi1 durumlar, bazi
ilaglar, enfeksiyonlar ve genetik hastaliklarda hemoliz gozlemlenebilir.

Hemolize Neden Olan Faktorler

Analizlerde hemolizi ancak santrifiij isleminden sonra kirmizi bir serum gordugi-
miizde fark edebiliriz. Bu sekilde hemoliz kan alma sirasinda olusan bazi1 hatalardan
kaynaklanmaktadir. Eger kan tuplere aktarilirken igne ¢ikarilmadan ve ¢ok yavas
ya da ¢ok hizli bir seklide aktarilmissa ya da kanla dolu tiip ¢ok kuvvetli bir sekilde
calkalanmigsa hemoliz meydana gelebilir. Igneyi ¢ikararak kani bosaltmak, kuv-
vetlice calkalamak yerine hafifce alt tist etmek ve turnikeyi fazla uzun tutmamak
hemolizi engelleyebilir. Ayrica kan almadan once uygulanan alkoliin kurumasini
beklememek de hemoliz sebebi olabilir. Bazi genetik sebeplerden dolay1 eritrositle-
rin frajilitelerindeki bozulmadan 6tiirii hemoliz meydana gelebilir.

Hemolizden Etkilenen Testler

Analiz sonuglarini etkilemesi riskinden dolayr Hemolizli kanla ¢alismamak ¢ok
onemlidir. Hemolizli bir kanda LDH, AST, total protein, demir, fosfat, potasyum
ve magnezyum gibi maddelerin konsantrasyonu artar. Eritrositlerin parcalanmasi-
nin sonucunda serbest kalan hemoglobin, otoanalizorlerin spektrofotometreleri ta-
rafindan goriiniir hale gelir ve 15181n buiytik boliimunii absorbe eder. Sonucunda, ko-
lesterol, trigliserid, kreatin kinaz ve CK-MB diizeyleri artar (Tirkmen vd., 2007)
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28 Bolum 4: Hemoliz

Intravenéz s1vi kontaminasyonu: Intravensz sivi kontaminasyonu analiz so-
nuglarini, 6zellikle de kan sayim sonuglarini biiyiik l¢tide etkiler. Intravenoz sivi
kontaminasyonu kateter takili koldan kan alindiginda gergeklesir. Infiizyon yapilan
koldan en az yarim saat kan alinmamasi gerekir.

Uygulama: Enjektor ile Venoz Kan Alma

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 Venoz kan almadan 6nce gerekli malzemeler hazirlanir ve eldiven giyilir.

2 Turnike baglanarak palpasyonla kan alinacak damar segilir. %70’lik alkolli

pamukla temizlenir ve kurumasi beklenir.

3 Vakumlu kan alma ignesi, kapagi acilmadan holdira yerlestirilir. {gnenin

sabitlendiginden emin olunur.

4 Hasta barkodlar1 6nceden yapistirilmis tiipler, kan alma sirasina gore hazirlanir.

[®3)

Secilen damara vakumlu igne ile 15 derecelik agiyla paralel bir sekilde girilir.
i1k siradaki tiip iki parmak holdir1 sabitleyecek bigimde yerlestirilir. Damara
girdikten sonra ac1 biraz diisiiriilerek ilerlenir. Eger damara denk gelinmigse

tupe kan gelmeye baslayacaktir.

6 Kan, tiipe dolmaya baslayinca turnike gevsetilmelidir. Eger kan alinacak tip

fazlaysa 2. 3. tiipten sonra turnike gevsetilebilir.

7 Tupler i¢lerindeki vakum bitene kadar doldurulmalidir. Aksi halde kan tiiplerin
istenilen seviyesine kadar dolmayacak ve bu durum analiz sonucunu
etkileyecektir.

8 Vakumu biten tiip ¢ikarilip diger tiip takilirken parmaklarimiz yardimiyla

holdir sabitlenmelidir. Aksi hdlde igne damardan ¢ikabilir.

9 Seviyesine kadar kanla dolan tipler, alt iist edilerek spora konmalidir.

10 Turnike agilir. Sol elle tutulan kuru pamuk, kan alinan bolgeye sabitlenir ve sag
eldeki igne yavasca gekilir. igne, kesici delici tibbi atik kutusuna atilmalidur.

Holdir, eger hastayla kan temas1 olmamaissa, bir sonraki hasta i¢in kullanilabilir.

11 Kuru pamukla kan alinan bélgeye bir baski uygulayarak igne yavasca geri
¢ekilir. Kuru pamuk altta kalacak sekilde flasterle kan alinan bolgenin kanamas:
engellenerek hastaya nokta bant verilir. Hastaya kan alinan bolgeye 5 dk dakika

kadar bastirmasi, sonrasinda ise nokta bandi yapistirmasi soylenir.
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Hemolize Engel Olmak i¢in Dikkat Edilmesi Gereken Husus-

lar

* Enjektor ve igne tamamen kuru olmalidir.

* Enjektor ignesi ¢ikartilarak kan tiiplere bosaltilmalidir.

* Kan tup kenarindan sizdirarak istenen hacimde aktarilmali ve kanin koptr-

memesine dikkat edilmelidir.

* Tuplerin i¢inde antikoagulan (kanin pihtilasmasini onleyen madde) varsa

tupler yavasca 5-10 kez alt ust edilerek karistirilmalidir.

» Tupler, hi¢cbir zaman calkalanmamalidir.

* Kanin beklemesi gerekirse +4 derecede buzdolabinin alt tarafinda bekletilme-

lidir ve asla dondurulmamalidir.

Tam Kandan Serum ve Plazma Elde Etme

Kanin Sekilli Elemanlar1: Kanin hiicresel kisminin yaklasik %45’ini kirmizi kan

hucreleri (eritrositler-alyuvarlar), beyaz kan hiticreleri (lokositler-akyuvarlar) ve

trombositler (Eritrositler %99, Lokositler %1, Trombositler <%]1) denilen kan hiicre-

leri olusturur.

Serum: Kanin pihtilasmasindan sonra santrifuj edilince tupin ustiinde kalan

sar1 renkli s1vi, serumdur. Serumun plazmadan farki, serum igerisinde fibrino-

jenin bulunmamasidir. Biyokimyasal testler ¢ogunlukla serumdan ¢alisilir. Bazi

héllerde serum i¢inde bulunan bazi maddeler serum renginin degismesine sebep

olabilir. Bu durum farkl: terimlerle agiklanir.
Hemoliz: Kanda bulunan eritrositle-
rin ¢esitli nedenlerle parcalanarak he-
moglobinin seruma ge¢mesi ve serum
renginin kirmiziya dénmesidir (Resim
8b).
Lipemik: Kanda bulunan fazla yag-
larin serumun rengini bulanik héle ge-

tirerek degistirmesidir.
Ikter: Kanda bilirubin miktarinin ! '

artmasindan Otlirii serum renginin ye-
sile donmesidir (Resim 8c).

Resim 8: Normal (a
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30 Bolum 4: Hemoliz

Plazma

I¢inde antikoagiilan bulunan tiipteki kan santrifiij edildiginde tiptin tstiinde ka-
lan sar1 renkteki siviya plazma denir. Plazma; su, yag, seker, protein ve tuzlarin
karisimindan olusur. Plazmanin iceriginde ana besinler, atik trunler, antikorlar,
pihtilagsma faktorleri, hormonlar, proteinler ve kan hiicreleri bulunmaktadir.

Plazmanin Yapisi

Plazmanin %901 su, %8’i protein igerir. Bu proteinin %60’1 albumin, %36’s1 globulin
ve %41 fibrinojendir. Plazma, ayrica %0,9 oraninda inorganik tuz igerir. Sodyum,
potasyum, karbonat, fosfat ve diger organik bilesikler inorganik tuzlardandar.

Plazma elde edilmesi

Plazma, antikoagulan iceren tiiplerin santrifiijiinden sonra elde edilen tiipun ust
kismindaki sividir. Serum ise kuru tupe alinan kanin santrifujinden sonra elde

edilen tupun ust kismindaki sividir.
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Uygulama: Enjektor ile Venoz Kan Alma

Amag

Venoz kan alma teknigi uygulanarak alinan kanlardan serum ve plazma elde edip

aralarindaki farki kavramak.

Arag - Gerecler

* Alkollu pamulk,

* Steril enjektor ya da vakumlu igne,

* Turnike Kan tupleri/Vakumlu tiipler (kuru tup ve antikoagtlanl tiip).

Uygulama Basamaklar1

Venoz kan almadan once gerekli malzemeler hazirlanir ve eldiven giyilir.

Kontrol ‘

Turnike baglanarak palpasyonla kan alinacak damar segilir. %70’lik
alkollti pamukla temizlenir ve kurumasi beklenir.

Turnike, secilen damarin 10-15 cm yukarisina baglanir ve ignenin
kapagi cikarilarak bos enjektore hava gekilip itilir. Bu hareket kanin
daha kolay bicimde enjektore akmasini saglayacaktir.

Hasta barkodlar1 6nceden yapistirilmis tiipler kan alma sirasina gore

hazirlanir.

Secilen damara vakumlu igne ile 15 derecelik agiyla paralel bir sekilde
girilir. [lk siradaki tiip, iki parmak holdir1 sabitleyecek bicimde
yerlestirilir. Damara girdikten sonra a¢1 biraz diistiriilerek ilerlenir. Eger

damara denk gelinmisse tiipe kan gelmeye baslayacaktir.

Kan, tiipe dolmaya baslayinca turnike gevsetilmelidir. Eger kan alinacak

tup fazlaysa 2. veya 3. tiipten sonra turnike gevsetilebilir.

Tupler, i¢lerindeki vakum bitene kadar doldurulmalidir. Aksi halde kan
tiplerin istenilen seviyesine kadar dolmayacak ve bu durum analiz

sonucunu etkileyecektir.

Vakumu biten tip ¢ikarilip diger tiip takilirken parmaklarimiz
yardimiyla holdir sabitlenmelidir. Aksi halde igne damardan ¢ikabilir.

9

Seviyesine kadar kanla dolan tiipler alt iist edilerek spora konmalidir.

10

Turnike agilir. Sol elle kuru pamuk kan alinan bolgeye sabitlenir ve sag
elle igne yavasca cekilir. Igne, kesici delici tibbi atik kutusuna
atilmalidir. Holdir, eger hastayla kan temas1 olmamissa, bir sonraki

hasta icin kullanilabilir.

11

Santrifiij sonrasinda kirmizi kapakli kuru tiipe aldigimiz kanin
tstiindeki kistm serumdur. Igerisinde antikoagiilan bulunan mor ya da

mavi kapakl: tiiptin iistiinde kalan kisim ise plazmadir.

12

100 mikrolitrelik otomatik pipetle ya da pastor pipetiyle serum veya
plazma tipten alinip bagka bir tiipe ya da godeye ayrilir.
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32 Bolum 4: Hemoliz

Uygulama: Tam Kandan Serum ve Plazma Elde Edilmesi

Ogrenci Raporu:
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KAN GRUBU TAYINI

Kan grubu tayini kisinin kirmizi kan hticrelerinde, yani eritrositleri tizerinde tasi-
dig1 antijenlerinin tespit edilmesi ve kisinin hangi kan grubunu tasidigini belirlemek
i¢in yapilan bir testtir. Bu testte kan gruplar1 bazi antijenlerin var olmasi, bazilarinin
ise var olmamasina gore belirlenir. Ornegin kisi, eritrositleri iizerinde A antijeni
tasiyorsa A kan grubundandir, fakat A ya da B antijenlerinden hig¢birini tasimiyorsa
0 kan grubundandir diyebiliriz. Ayn1 mantik Rh antijeni i¢in de gegerlidir; kisi Rh
antijeni tasiyorsa Rh (+), tasimiyorsa Rh (-) demektir. Eritrositlerde tasinan antijen-
ler kadar viicudumuzun bu dogal antijenlere kars: urettigi antikorlar da bulunur.
Kan grubu tayini hem antijenlere hem de antikorlara gore calisilan bir testtir. Orne-
gin, birey eritrositlerinde A antijeni tasiyorsa serumunda Anti- B antikoru bulunur
(Tablo 2). Bu sebepten B kan grubundan asla kan alamaz. Bu durumda 0 kan grubu
hi¢bir antijen tasimadigi fakat hem Anti- A hem de Anti- B antikorlar1 tasidig: i¢in
hi¢bir gruptan kan alamaz. Aksi takdirde donorden gelen eritrositler tizerindeki
antijenlerle 0 kan grubu olan alicinin serumundaki antikorlar birlesir ve olumctl
reaksiyonlara sebep olur. Bundan dolayidir ki 0 kan grubu antijen icermediginden
genel verici olarak isimlendirilir. Fakat diger gruplara kars1 tasidig1 antikorlar nede-
niyle pratikte kullanilmaz. AB kan grubu ise her iki grubun da antijenini tasidig: ve
antikoru bulunmadig; i¢in tiim gruplardan kan alabilir. Dolayisiyla genel alicidir.
Kan transfiizyonunda grup uyumu kadar Rh uyumu da gereklidir (Tablo 3).

Antijen: Organizmaya ait olmayan, kendine yabanci olan bakteri, virus, vs.
gibi maddelere antijen denir. Bazi antijenler immiin sistemimizi uyarip bir yanit
olusturma yeteneginde olabilirken bazilar1 immiin sistemi uyaracak kadar gugclu
olmayabilir.

Antikor: Organizmaya giren ve immun sistemi uyarmay1 basarmis olan anti-
jenlere kars1 onlar1 yok etmek i¢in viicudumuz tarafindan tretilen glikoprotein
yapisindaki maddelerdir; immiunglobulin olarak da bilinirler. Kan gruplarinda
eritrositler izerinde bulunan dogal antijenlere kars: iiretilen antikorlar IgM sinifi
antikorlardir.

Eritrositlerin yltzeyinde dogal olarak bulunan ve kan transfiizyonunda uyumu-
nun tam olmasi gereken antijen ise Rh antijenidir. Rh faktorii de denilmektedir.
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34 Bolim 5: Kan Grubu Tayini

Eritrositler, ylizeylerinde Rh antijeni tasiyorsa Rh (+) (pozitif), icermiyorsa Rh (-)
(negatif)’tir. Tirkiye’de en sik A Rh (+) grubuna en az da AB Rh (-) kan grubuna

rastlanir.
Kan Grubu Antijen Antikor
A Rh (+) A ve Rh antijeni var. Anti- B antikoru var.
ARh (-) A var ama Rh antijeni yok. Anti- B antikoru var.
B Rh (+) B ve Rh antijeni var. Anti- A antikoru var.
B Rh (-) B var ama Rh antijeni yok. Anti- A antikoru var.
O Rh (+) A ve B antijeni yok Rh antijeni var. | Anti- A ve Anti-B antikoru var.
ORh (-) A, B ve Rh antijeni yok. Anti- A ve Anti-B antikoru var.
ABRh (+) A, B ve Rh antijeni var. Anti- A ve Anti B antikoru yok.
ABRh (-) A, B antijeni var Rh antijeni yok. | Anti- A ve Anti B antikoru yok.

Tablo 2: Kan gruplar1 antijen- antikor iliskisi

Kan Grubu | Allel | Allel | Genotip Fenotip
ARh(+) | AR | AR | AA-RR | ARh(+)
ARh(+) | A-R | Ar | AARr | ARh(+)
ARh (+) AR | 0-R | AO-RR | ARh(+)
ARh (+) 0r | AR | AO-Rr | ARh(+)

B Rh (+) B-R B-R BB-RR B Rh (+)

(+) (+)
(+) (+)
(+) (+)
(+) (+)

B Rh (+ Br | B-R | BB-Rr | BRh
B Rh (+ B-R | 0-R | BO-RR | BRh
B Rh (+ 0Or | B-R | BO-Rr | BRh
ORh (+ 0-R | 0-R | 00-RR | ORh
ABRh(+) | AR | B-R | AB-RR | ABRh (+)
0 RH (+) 0-R | Or 00-Rr | ORH (+)

AB RH (+) A-R B-r AB-Rr | ABRH (+)
AB RH (+) A-r B-R AB-Rr | ABRH (+)
ARH(-) A-r A-r AA-rr ARH (-)
ARH(-) A-r 0-r AQ-rr ARH(-)
BRH (-) B-r B-r BB-rr BRH (-)
BRH (-) B-r 0-r BO-rr BRH (-)

)

0 RH (-) 0-r 0-r 00-rr 0 RH (-
ABRH(-) | Ar | Br | ABar | ABRH()
ABRH(-) | Br | Ar | ABar | ABRH()

Tablo 3: Kan Grubu ve Genotip Iliskisi

Ayrica kan gruplar yalnizca ABO gruplarindan ibaret degildir. Bu gruplarin
alt gruplari mevcuttur. Bazen yapilan kan grubu tayinlerinde gruplar tam olarak
saptanamaz. Bu durum, bu alt gruplardan kaynaklanir. Ornegin, ABO grup sistemine
gore A kan grubunun Al, A2, A1B, A2B, B3, BX gibi yaklasik 100 adet alt grubu
bulunmaktadir. Alt gruplarda oldugu gibi kan gruplama sistemleri, ABO gruplama
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 35

sistemi diginda 30’a yakin subgrup antijeninden ibarettir. Ornegin; MNS, Lutheran,
Kell, Lewis, Rh ve Duffy gibi antijenler bunlardan sadece birkagini olusturmaktadir
(Zerrin vd., 2004).

Hemagliitinasyon: Eritrositlerin ylizeyindeki antijenlerin elektrolitli bir ortam
kullanarak kendilerine 6zgti antikorlarla birlesmesi ve ¢cokmesi olayina hemagliitinas-
yon denir. Bu terim, yalnizca eritrositlerin varliginda olan agliitinasyon olaylarinda
kullanilir. Bagka bir deyisle, aglutinasyonun eritrositlerle gerceklesmesidir.

Agliitinasyon: Bir antijenin kendine spesifik antikoruyla baglandiktan sonra
kompleksler halinde kiimelesmesi prensibine dayanan serolojik bir testtir.

Kan Gruplama Yontemleri

Forward Gruplama: ABO gruplama sisteminde eritrositlerin yuzeyinde bulunan
A veya B antijenlerinin varligina gore yapilan gruplamadir. Dogrudan (forward)
gruplama olarak da adlandirilir.

Revers Gruplama: Bu yontem eritrositlerden degil serumdan ¢alisilir. Ciinki
burada test anti-A veya anti-B antikorlarinin varlig1 veya yokluguna gore yapilir. Se-
rumdaki antikorlarla yapilan bu test ise revers (dolayli) gruplama olarak adlandirilir.

Jel Santrifiigasyon: Bu yontemde 6, bazen de 8 mikro kolondan olusan plastik
kartlar kullanilir. Bu kartlardaki mikro kolonlar icerisinde bulunan boncuk ya da
anti-antikorlar eritrositlerle birlesmis antikorlarin gecisine izin vermez. Dolayisiyla
antikorla birlesmis eritrositler yukarida kalir. Birlesmeyenler ise dibe ¢okerler.
Dolayisiyla burada antijen antikor kompleksinin yukarida kalmasi sonucun pozitif
oldugunu; birlesmemis eritrositlerin dibe ¢okmesi ise sonucun negatif oldugunu
gosterir.

Zayif D Antijenleri (Du)

D antijeni en sik bulunan Rh antijenidir. Fakat bazi bireylerde Rh D antijeni tam bir
agliitinasyon vermez; bu durumda bazi bireylerde D antijeni az miktarda bulunur
ve bu Du antijeni olarak adlandirilir. Du eritrositler, D hiicreleri kadar immiunojenik
degildir. Kan komponentleri hazirlanirken kisinin kan grubu Rh faktoriiniin negatif-
liginde gergek bir D antijeni negatifli§inden emin olunmalidir. Dolayisiyla 6zellikle
de donore zayif D (Du) testi yapilmalidir. Du antijeni pozitif ¢ikan bir hastaya Rh
negatif kan naklinde bir sakinca yoktur.
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36 Bolum 5: Kan Grubu Tayini

Uygulama: ABO Sistemine Gore Kan Gruplarinin Tayini

Amag

Antijen ve antikor terimlerini 6grenerek farkli yontemlerle kan grubu tayini yapabil-

mek.

e - Arag - Gerecler

- » Kapiller ya da venoz kan,

¢ Anti-A, Anti-B ve Anti-D antikor-

o ‘ lar,

E—— — * Lam ya da temiz ve beyaz bir
e B - fayans,
* Serum fizyolojik (SF),
Resim 9: Forward Lam (slayt agliitinasyon)

* Karistirmak i¢in tahta ¢ubuk,

e Cam tupler.

Uygulama: Forward Gruplama

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 Oncelikle temiz ve etiketli (anti-A yazilmis) beyaz fayansa sirasiyla bir damla

anti-A, bir damla Anti-B, bir damla da Anti-D antikorlar: damlatilir.

2 Parmaktan ya da antikoagiilanl tiipe alinmis kandan sirasiyla Anti-A, Anti-B,

Anti-D’ye birer damla kan damlatilir.

Her bir alana birer damla SF damlatilir.

Tahta bir qubuk yardimiyla ayr1 ayr1 karistirilir.

Sirasiyla ¢okme olup olmadigina bakalir.

Q| U [ W

Sonugclar ¢okme durumlarina gore degerlendirilir. Mikroskopta teyit edilir
(Resim 9)
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 37

Uygulama: ABO Sisteminde Kan Gruplarinin Tayini: Forward Yontemi

Ogrenci Raporu:
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38 Bolum 5: Kan Grubu Tayini

Uygulama: Revers Kan Grubu Tayini
Amag

Eritrositlerin ylizeyinde tasinmayan antijenlere kars1 serumda bulunan antikorlarin

gosterilmesi.

Arag - Gerecler

* Cam deney tiipleri,
* Test edilecek serum ya da plazmasi,
* Test edilecek kandan elde edilecek eritrosit sispansiyonlari.

Uygulama Basamaklar1 Kontrol

1 2 adet cam tupuinden birinin iizerine cam kalemiyle A1; digerine ise B yazilir.

2 Her iki tiipe kan grubu tayini yapilacak hastanin serumundan ya da

plazmasindan 2’ser damla damlatilir.

Uzerinde A1 yazan tiipe 1 damla A eritrosit siispansiyonu damlatilir.

Uzerinde B yazan tiipe 1 damla B eritrosit siispansiyonundan damlatilir.

Tipler karistirilir ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir.

1000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulanir.

N ||| | W

Aglutinasyon varlig1 ya da yoklugu teyit edilir. Agliitinasyon varsa sonug

pozitiftir.

Uygulama: Jel Santrifiigasyon ile Kan Grubu Tayini
Amag

Eritrositlerin ylizeyinde tasinmayan antijenlere kars1 serumda bulunan antikorlarin

mikro kolon kullanarak jel santrifiigasyon yontemiyle gosterilmesi.

Arag - Gerecler

* Test edilecek serum ya da plazmasi,

* Test edilecek kandan elde edilecek eritrosit sispansiyonlari,
* Mikro kolon kartlar1 (Sekil 10),

* Mikro pipet (100 mikro litrelik),

* Serum Fizyolojik (SF).
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 39

Dikkat!
Eritrositlerle ¢alisilan antijen antikor testlerinde eritrositler ytkanmis olma-
Iidir (Bol SF ile 3 Kez 3000 devirde 3 dakika yikanir).

Uygulama Basamaklar: Kontrol ‘
1 Mikrokolon kartlar kullanilmadan 6nce 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.
2 Hastadan tam kan alinir ve santrifiijlenerek serumu ayrilir.
3 Altta kalan eritrositlerden %2’lik ES hazirlanir.
4 En soldan baslayarak sirasiyla mavi, sar1 ve gri renkte olan kolonlara 20 mikro
litre ES pipetlenir.
5 Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir.
6 2000 rpm’de 15 dakika santrifiijden sonra kolonun iistiinde olusan agliitinasyon
pozitif (+), kolonun dibine ¢6ken eritrositler ise negatif (-) olarak degerlendirilir
(Sekil 2).
e B == e Rt - =
~ w ~ - -
- B |DVI-| Enz. AHG AHG
(ABO2) (RH1)
monocional =
=
8
g
Resim 10: Jel Santrifugasyon yontemi (Kan Grubu: A Rh (+))
pozitif pozitif zayt
pozitif

-+ -

zayrt pozitit neagatsf

- -

Sekil 2: Mikro kolon yonteminde sonuglarin degerlendirilmesi.
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40 Bolim 5: Kan Grubu Tayini

Uygulama: ABO Sisteminde Kan Gruplarinin Tayini: Revers ve Jel Sant-
rifiigasyon Yontemi

Ogrenci Raporu:
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Hicre sayimi, 6zellikle eritrositlerin sayimini yapmak anemi durumlarinda ya da
eritrosit indekslerini hesaplamada kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde sayim
kamarasi olarak adlandirilan 6zel lamlar kullanilmaktadir. Bu lamlarla Imm? peri-
ferik kandaki hiicrelerin sayimi yapilmaktadir. Fakat ginimiizde, sayim kamaralar:
yerine ayni gorevi daha hizli bir sekilde yapan otoanalizor denilen otomatik cihazlar
gelistirilmektedir (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri, 2011d).

Eritrosit Sayimi

Eritrosit Sayim1 Yapmak i¢cin Kullanilan Malzemeler
* Alkolle 1slatilmis pamuk,
* Lanset ya da enjektor,

* Eritrosit pipeti ile hortumu,

Thoma veya Neubauer lami,
* Eritrosit sayma soliisyonu,
* Mikroskop.

Eritrosit pipeti:12 cm uzunlugunda orta tarafa dogru bir haznesi bulunan, i¢cinde
ise kirmiz1 bir boncuk olan bu pipetin tizerine ¢ektigimiz kanin miktarini gostermek
ve sulandirma katsayisini hesaplamaya yardimci olmak tizere 0,5 ve 1 gibi 6l¢um
sayilar1 vardir. En st kisminda ise 101 ¢izgisi bulunur ki bu say1 dilisyon hacmini
gosterir. Bu pipet ayrica trombositlerin sayiminda da kullanilabilir (Resim 11).

Resim 11: Eritrosit Pipeti
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42 Bolim 6: Hicre Sayimi-1

Sayim kamarasi: Periferik kan hiicrelerini saymak i¢in kullanilir. Kan sayim lami
ya da hemositometre de denilen bu kamaralardan en ¢ok kullanilan1 Thoma lam1
olup Neubauer, Brigth-Line gibi farkl: tiirde olanlar1 da mevcuttur (Resim12).
Thoma Lami: Kenar uzunlugu 1 mm ve ytiksekligi ise 0,1 mm olan bosluktan
meydana gelir. Bu boslugun hacmi (alan x yiikseklik) 0,1 mm3’tiir. Kenar uzunlugu
1 mm olan buyuk kare t¢lu yan yana olan ¢izgiler sayesinde 16 adet daha kiigiik
kareye ayrilmistir. Bu karelerin her birinin kenar uzunlugu 0,2 mm’dir. Bir kenar1
0,2 mm olan bu kareler tekrar daha kugtik 16 es kareye ayrilmistir. Bu karelerin
kenar uzunluklar: ise 0,05 mm’dir. Dolayisiyla en kiigiik bir karenin hacmi 0,00025
mm?’tiir (alan x yiikseklik) (Resim 12) (Sekil 3).

Tiefe - Depth Thoma (€
Profondeur
0.100mm
seripiies) )
0.0025mm? /VARENFELD

Resim 12: Thoma Lam1

1 mm
N =
A D S
N T A
Eritrosit karesi =1 1 T E
Lokosit karesi« - IR
T 72020.05mm

Sekil 3: Thoma Lami Sayim Kareleri

Bright-Line ya da Neubauer lami: Bu tiir sayim lamlari ise Thoma’dan farkli olarak
25 kiuguik kare igerirler. Bu karelerin her birinin kenar uzunlugu 0,2 mm iken
yiiksekligi ise 0,1 mm’dir. Bu lamda kiigiik bir karenin hacmi 0,004 mm? olmaktadir
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 43

(alan x yukseklik). Dolayistyla Neubauer laminin hacmi Thoma lamininkinden 16
kat fazladir (Sekil 4).

Sekil 4: Neubauer Lami sayim kareleri

Eritrosit sayimsoliisyonu:Kan hiicrelerinin sayimui i¢in izotonik soluisyonlar kulla-
nilmalidir ¢inku hiicrelerin osmotik basinglar:1 dengede olmali, ayni zamanda bu
soliisyonlar pihtilasmay1 engellemelidir. Eritrosit sayiminda en ¢ok SF ve Hayem
solusyonlar1 kullanilir (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri, 2011d).

SF (Serum Fizyolojik): 9 gram NaCl, 1000 ml distile suda eritilerek %0.09’luk SF
olarak hazirlanir.

Hayem Soliisyonu: Sodyum siuilfattan 2.5 gram, sodyum klorirden 0,5 gram civa
klortirden ise 0,25 gram tartilir ve 100 ml distile suya tamamlanur.

Eritrosit Sayisinin Hesaplanmasi: Sayim kamaralarinda 1 mm? kandaki eritrosit
sayisini hesaplamak i¢in oncelikle hacim ile sulandirma katsayisini bulmak gerekir.
Sulandirma Katsayisinin Hesaplanmasi: Eritrosit pipetine oncelikle kan 0,51 gos-
teren c¢izgiye kadar kan ¢ekilir. Pipette bulunan 101 ¢izgisine kadar ise sayim
solusyonu ¢ekilerek sulandirma yapilir. Bu oranlardaki sulandirmada 200 defa su-
landirma yapilmis olur; dolayisiyla sulandirma katsayisi1 da 200 olacaktir. Eger 0,5
cizgisi degil de 1 ¢izgisinin yazdig1 noktaya kadar kan ¢ekilip yine 101 noktasina ka-
dar soliisyon cekilirse 100 defa sulandirmis olacagimizdan bu kez bu sulandirmanin
katsay1s1 100 olacaktir.

Hacim katsayisi: Neubauer lami i¢in biiylik olan ve koselerden 1’er tane, ortadan
da 1 tane segilerek toplamda buiyiik 5 karenin, bu kareler de i¢inde 16 kiiciik kareye
ayrildigindan toplam 80 adet kii¢lik karenin hacmi hesaplanmalidir. Oncelikle bir
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44 Bolim 6: Hicre Sayimi-1

karenin hacmi hesaplanir, daha sonra bu hacim sonucu 5 ile ¢arpilarak tim kigiik
karelerin hacmi hesaplanmais olur.

V = a°h(alan carp1 yukseklik)
V = 0,2x0,2x0,1
V. = 0,004mm’

0,004 mm?3 biiytik olan tek bir karenin hacmidir.
0,004 x5 = 0,02 mm? ise 5 tane biiyuk karenin toplam hacmidir.

1 mm3 periferik kandaki eritrosit sayisin1 hesaplamak igin:

Yukarida sadece kiiciik olan 80 karenin hacmi 0,02 mm?’tiir. Fakat 1 mm? kandaki
eritrositleri hesaplamak istendigindel mm?®’ii 0,02 mm?®’e bolmeliyiz. 1 mm3/0,02
mm? isleminden hacim katsayisini 50 olarak buluruz. Daha sonra sulandirma
katsayis1 ve sayilan eritrosit sayisi ile hacim katsayisi ¢arpildiginda 1 mm?® kandaki
toplam eritrosit sayis1 bulunmus olacaktir.

1mm?> kandaki eritrosit sayis1 = Toplam eritrosit sayis1
xSulandirma katsayis1 x Hacim katsayisi
1mm?® kandaki eritrosit sayist = Toplam eritrosit say1s1 x 200 x 50

1mm?> kandaki eritrosit sayis1 = Toplam eritrosit sayis1 x 10000

Ornegin; Eritrosit pipetinde 0,5 noktasina kadar kan cekilip biiyiik olan 5 karede
toplam 60 eritrosit sayilirsa;

1mm?> kandaki eritrosit say1is1 = 60 x 200 x 50
6.000.000/mm? olarak bulunur.

1mm? kandaki eritrosit sayis1

Referans Degerler

Yetiskin erkekte ¢': 4.5 milyon-6 milyon/mm?3 kan

Yetiskin kadinda ¢: 4.milyon-5.5 milyon/mm? kan

Eritrosit sayisinin artmasi polisitemi, eritrosit sayisinin azalmasi anemi olarak adlan-
dirilir.
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Uygulama: Thoma Lami veya Neubauer Lamu ile Eritrosit Sa-

yimi

Amag

1 mm? kanda bulunan eritrosit sayisin1 hesaplamak.

Arag - Gerecler

Kapiller kan ya da EDTA’l1 ven6z tam kan,

Thoma lam1 ya da Neubauer lami,

Eritrosit sayim soliisyonu,

* Eritrosit pipeti.

Uygulama: Thoma Lami1 veya Neubauer Lami ile Eritrosit Sayimi

Uygulama Basamaklar: Kontrol ‘

Eritrosit sayimi icin antikoagiilanli vendz kan ya da kapiller kan kullanilabilir.

Steril lansetle parmak ucu delinir ya da damardan venéz kan alinir.

Lansetle delinen parmaktan ilk damla silinerek 2. damla alinir.

Eritrosit pipetinde 0,5 noktasina kadar kan gekilir.

Pipetin digina bulasan kan temizlenir.

Pipetin 101 isaretine kadar eritrosit sayim soliisyonu ¢ekilir.

N | (G| w ||~

Karistirmak igin pipetin iki tarafi da parmaklar yardimiyla kapatilarak 15-20
saniye yavasca alt st edilir. Bu arada pipet haznesindeki kirmizi boncuk

hareket edebilecek sekilde karistirilmalidir.

[e)

Neubauer Laminin tizeri 6zel sayim lamelleri ile kapatilir.

O

Pipetteki eritrosit karisiminin birka¢ damlasi (haznedeki karisima kadar), lam

ve lamel arasina (pipetten 1 damla) birakilir.

10 Karisimin sayim lamina dagilimi i¢in 1-2 dakika kadar beklenir.

11 Sayim lam1 mikroskoba yerlestirilir.

12 Mikroskopta dnce 10x’luk objektifle saha bulunduktan sonra kareler goriinecek

sekilde goriintii netlestirilir.

13 10x’luk objektifle goriintii netlestirildikten sonra 40x’lik objektife gecilir,

goruntii tekrar netlestirilir ve sayima baslanir.

14 Sayim prensibine uygun alanlardaki htiicrelerin sayimi1 yapalir.

15 40x’l1ik objektifle 5 buiytik karedeki (koselerden ve ortadan birer biiyiik kare)
eritrositlerin sayimi yapilir. Karenin sol kenari, sag kenari ve i¢indeki tiim

eritrositler sayilarak bliyiik olan 5 karedeki eritrositler sayilmis olur.




46 Bolim 6: Hicre Sayimi-1

Uygulama: Thoma Lam1 veya Neubauer Lami ile Eritrosit Sayimi

Mikroskopta incelediginiz alanlar1 ve hiicreleri asagidaki Thoma sayim kareleri-
nin sekli tizerinde gosteriniz. Ardindan hesaplama yaparak raporu yaziniz

Ogrenci Raporu:

W2
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Lokosit Sayimi

Lokositler, kemik iliginde uretilen eritrositlerden biiytik, bazilarinda loblu ¢ekir-
dekleri olan hiicrelerdir. Viicudun savunmasinda gorev alirlar. Periferik kandan
dokulara gecebilirler. Beyaz kiire olarak da bilinirler. Lokositler ¢ekirdeklerinin
loblu olup olmamasina ve sitoplazmalarindaki granitillerin boyanma sekline gore
ayrilirlar. Lokositlerin arttig1 duruma [okositoz, azaldig1 duruma ise [0kopeni denir.
Graniilositler (Loblu=Parcal1 16kositler): Bu hiicrelere polimorf niiveli Iokositler
de denir. PNLler kemik iliginden tureyen miyeloid seri hlicrelerden gelisirler.
Graniilositler (PNL): Notrofil, eozinofil ve bazofiller.

Agraniilositler (Mononiikleer Lokositler): Bu hiicrelerin ¢ekirdekleri loblu degil-
dir.

Agraniilositler (MNL): Lenfosit ve monosit.

Lokosit Sayiminin Amaci

Bazi numunelerde ya da kanda enfeksiyonun olup olmadig1 hakkinda fikir sahibi
olmak i¢in lokosit sayimi yapilmaktadir. Bunun i¢in eger kanda sayim yapilacaksa 1
mm? periferik kandaki lokosit sayis1 onemlidir.

Lokosit Sayiminda Kullanilan Malzemeler

Parmak ucundan kapiller kandan sayim yapilacaksa;

Alkolle 1slatilmis pamulk,

Lanset kullanilir, eger tam kandan bakilacaksa venoz kan alinir; bunun igin
vakumlu EDTA’]1 tup kullanilmalidir,

Lokosit pipeti ile hortumu,

Thoma lama,

47



48 Bolim 7: Hiicre Sayimi-2

* Lokosit sayma soliisyonu,
* Mikroskop.

Lokosit Pipeti: Pipet yaklasik olarak 12 cm uzunlugundadir. Ortaya yakin kisminda
bir hazne ve iginde ise beyaz renkte bir boncuk ihtiva eder. Eritrosit pipetinde oldugu
gibi tizerinde ¢ekilen miktarlar1 gostermeye yarayan 0,5 ¢izgisi eritrosit pipetinden
farkli olarak 101 degil 11 ¢izgisi bulunur (Resim 13).

Sekil 13: Lokosit Pipeti

Lokosit Sayma Soliisyonu: Lokosit sayimi igin Turc soliisyonu kullanilir. Bu soliis-
yon 3 cc glasiyel asetik asite 1 cc Gentian violent eklenerek distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.

=
0.2mm

Eritrositkaresi

) N - |
115mm=

Lokositkaresi

T ¥720=0.05mm

Sekil 5: Thoma Laminda Lokosit Sayim Alani

Toplam Lokosit Sayisinin Hesaplanmasi

Eritrosit sayiminda oldugu gibi burada da 1 mm?® kanda bulunan I&kositlerin say1sini

hesaplamak i¢in oncelikle hacim ile sulandirma katsayisini bulmak gerekir.

A
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 49

Sulandirma katsayisi: Lokosit pipetine once kan 0,5’i gosteren ¢izgiye kadar gekilir.
Pipette bulunan 11 ¢izgisine kadar ise sayim soliisyonu ¢ekilerek sulandirma yapalir.
Bu oranlardaki sulandirmada 20 defa sulandirma yapilmis olur, dolayisiyla sulan-
dirma katsayis1 da 20 olacaktir. Eger 0,5 ¢izgisi degil de 1 ¢izgisinin yazdig1 noktaya
kadar kan ¢ekilip yine 11 noktasina kadar soliisyon gekilirse 10 defa sulandirmais
olacagimizdan bu kez bu sulandirmanin katsayis1 10 olacaktir.

3

Hacim katsayisi: Biiyuk olan 16 karenin hacminin 1mm>’e orani bize hacim katsa-

yisin1 verecektir. Buytik 16 karenin hacmi,

V = a*h
V = 1x1x0,1
V = 0,1mm?> olarak bulunur.

3

Bu say1y1 1 mm®¥’e oranlarsak 1 mm®’iin hacim katsayisini 10 olarak buluruz.

X=1:0,1 X=10 (Hacim katsayis1)

1 mm? bulunan 16kosit sayisi, hacim katsayisi 10 ile 20 defa sulandirildigindan
sulandirma katsayisi olan 20 ile ¢arpilir, ¢ikan sonug ise Thomada sayilan toplam
16kosit sayisiyla carpilirsa 1 mm? kanda bulunan l6kosit sayis1 hesaplanmis olur.

1 mm?® kandaki 16kosit sayis1 = Sayilan toplam lokosit say1s1
xSulandirma katsayis1 x Hacim katsayis1
1 mm?® kandaki 16kosit sayis1 = Sayilan toplam lokosit say1s1 x 20 x 10

1 mm?> kandaki 16kosit sayis1 = Sayilan toplam lokosit sayis1 x 200

Ornegin; Lokosit pipetinin 0,5 noktasina kadar kan cekilerek biiyiik 16 karede
toplam 60 lokosit sayilirsa;

1 mm?> kandaki toplam 16kosit sayis1 = 60x20x 10

1 mm® kandaki toplam lokosit sayis1 = 12bin/mm?> sonucu verilir.

Normalde Periferik kanda (1 mm?) 4-10 bin I6kosit bulunmaktadir. Lokosit sayisinin
10 binin tizerinde olmasi Iokositoz olarak, 4 binin altina diismesi ise I6kopeni olarak
adlandirilir.
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50 Bolum 7: Hucre Sayimi-2

Uygulama: Thoma Laminda Lokosit Sayimi

Amag

1 mm? kanda bulunan 16kosit sayisin1 hesaplamak.

Arag - Gerecler

 Kapiller kan ya da EDTA'l1 venoz tam kan,
¢ Thoma lami,
* Lokosit sayim solusyonu,

» Lokosit pipeti.

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 Kapiller kandan 16kosit sayim1 yapilacaksa parmak ucu, alkolle 1slatilmis
pamukla temizlenir ve kurutulur. Venéz kandan sayim yapilacaksa EDTA'T1
tamkan kullanilir.

2 Lanset yardimiyla parmak ucundan kan alinir. Tam kan bulunan EDTA’l1 tiipten
0,5 noktasina kadar kan ¢ekilir.

3 Pipetin disina bulasan kan temizlenir.

4 Pipet tizerindeki 11 noktasina kadar da I6kosit sayma soliisyonu ¢ekilir (hava
kabarcigi olmamalidir).

5 Karistirmak igin pipetin iki tarafi da parmaklar yardimiyla kapatilarak 15-20
saniye yavasca alt Ust edilir. Bu arada pipet haznesindeki beyaz boncuk hareket
edebilecek sekilde karigtirilmalidir.

6 Thoma laminin iizeri 6zel sayim lamelleri ile kapatilir.

7 Pipet haznesindeki karisimdan lam ve lamel arasina 1 damla birakilir.

8 Karisimin sayim lamina dagilimi i¢in biraz beklenir (1-2 dakika).

9 Sayim lami mikroskoba yerlestirilir.

10 Mikroskopta once 10x’luk objektifle saha bulunduktan sonra kareler goriinecek
sekilde goriintii netlestirilir.

11 10x’luk objektifle goriintii netlestirildikten sonra 40x’lik objektife gegilir,
goriintii tekrar netlestirilir ve sayima baslanir.

12 Sayim prensibine uygun alanlardaki hiicrelerin sayimi yapilir.

13 40x’lik objektifle toplam biiyiik 16 karedeki lokositlerin sayimi yapilir. Sayim
yaparken sinir gizgilerine denk gelen lokositler sayilmaz (Sekil 5).
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitabi 51

Uygulama: Thoma Laminda Lokosit Sayimi

Mikroskopta incelediginiz alanlar1 ve hiicreleri asagidaki Thoma sayim kareleri-
nin sekli tizerinde gosteriniz. Ardindan hesaplama yaparak raporu yaziniz.

Ogrenci Raporu:

W2
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52 Bolum 7: Hucre Sayimi-2

Hemogram Parametreleri

Eritrositlerin sayis1 (RBC): Kirmizi kan hiicresi olan eritrositlerin sayisini belirten
parametredir.

1 mm? kandaki eritrosit sayisinin fizyolojik degeri:
* Yetiskin erkekte: 4,3-5,7 milyon
* Yetiskin kadinda: 4.0-5,3 milyon

Eritrositler, oksijene ihtiyacin arttig1 durumlarda, uzun siiren egzersizlerde, heye-
can ve korku durumlarinda, ¢ok sigara igen bireylerde artis gosterebilir.
Hemoglobin (HGB): Eritrositlerin icerisindeki demir, oksijen ve karbondioksit
tastyan proteindir. Ayrica kana kirmizi rengini de hemoglobin verir.

* Yetigkin erkek: 13,5-17,5 g/dL
* Yetiskin kadin: 11,5-15,5 g/dL

Hemoglobin, demir eksikligine bagli anemiler basta olmak tizere bazi anemi tiirle-
rinde diisuk seviyede bulunur. Polisitemia vera ve bazi kronik kalp hastaliklar1 ve
karaciger hastaliklarinda ise artis gosterir.

Hemoglobinin;

* Erkeklerde <13 g/dL,

» Kadinlarda <11 g/dL,

* 6 ayile 6 yas aras1 cocuklarda <11 g/dL
* 6-14 yas grubu ¢ocuklarda <12 g/dL

* Gebelerde ise 2. trimesterdan itibaren <10,5 g/dL'nin altina diismesi anemi
olarak kabul edilir.

Hematokrit (Hct): Hematokrit kandaki eritrositlerin tiim kana oranidir. Hematok-
riti az olan birey i¢in kansizliktan so6z edilebilir. Hemogramda bir kontrol ol¢uti
olarak da kullanilabilir, ¢iinkt sonuglarda hematokrit hemoglobinin yaklasik 3 kat1
olmalidir. Eritrositlerin ise yaklasik 9 kat1 olmalidir.

HCT = 3xHGB (g/dL)HCT = 9 x RBC(Milyon)
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 53

Hematokrit;

¢ Erkeklerde: %38-50
¢ Kadinlarda: %34-44

* Cocuklarda: %33-43 degerleri arasinda olmalidur.

Ortalama Eritrosit Hacmi= Mean Corpusculer Volume (MCV): Eritrositlerin or-
talama hacimleridir ve eritrosit ¢cap1 hakkinda fikir verir. MCV, makrositoz ya da
mikrositozun gostergesidir. Anemileri siniflandirmada dikkate alinmasi gereken bir

parametredir.
Eriskinde: 80-94 fL degerleri arasinda olmalidur.

Ortalama Eritrosit Hemoglobini= Mean Corpusculer Hemoglobin (MCH): Erit-
rositlerin igerdigi ortalama hemoglobin miktarinin bir gostergesidir. Genelde MCH

ve MCV degerleri birbirleriyle paraleldir.
Eriskinde: 28-32 pg degerleri arasinda olmalidir.

Hemoglobinin eritrosit sayisina oraninin 10 kat1 bize MCH degerini verir;

MCH = (HGB: RBC) x 10

Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu= Mean Corpuscular Hemoglo-
bin Concentration (MCHC): Eritrositlerin icerdigi hemoglobinin ytizde olarak
belirtilmesidir. Ayrica hiicrede hidrasyon durumunu gosterir. Eritrositlerin ¢ap1
ne olursa olsun igerdikleri hemoglobin miktar: ylizde olarak 32-36 arasinda bir
degerdir. Lipemik ve ikterik kan numunelerinde yiiksek ¢ikabildigi gibi herediter
sferositozda da ytliksek bulunabilir. Demir eksikligi anemisinde en son diisen pa-
rametre MCHC’dir. Ayrica hemogram cihazlarinda kontrol parametresi olarak da
kullanilirlar. MCHC’nin hemoglobin ve hematokrit arasindaki baglantisi soyledir.

MCHC = (100 x %g Hb) : Htc

Eritrosit Dagilim Genisligi= Red Cell Distribution Width (RDW): Eritrosit bii-
yukliklerinin dagilim genisligi olarak da tanimlanir. Eritrositlerin ¢aplar1 arasin-
daki farkliliklar1 gosterir. RDW ytiksek ¢iktiginda eritrositlerin ¢aplar1 arasinda
orantisizlik oldugu anlasilir. Dolayisiyla RDW, anizositozun bir gostergesidir. Ge-
nellikle B12 ve folat eksikliginden dolay1 yukselmektedir.
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54 Bolim 7: Hiicre Sayimi-2

Yetiskin erkek: %11,8 - 15,6
Yetiskin kadin: %11,9 - 15,5 degerleri arasinda olmalidur.

RDW-SD ve RDW-CV: Bu parametreler eritrositlerin ¢aplarini dlgen parametre-
lerdir. RDW-SD ger¢ek bir dl¢imken RDW-CV, RDW-SD sapmasini kullanarak
yapilan hesaplamalar: icermektedir. RDW-CV en buytk eritrosit hacmi ile en kii-
ciik eritrosit hacmi arasindaki farki gosterir. RDW-SD yiiksekliginde eritrositlerin
hacimleri birbirine yakin, RDW-SD dusiiklugiinde eritrosit hacimleri birbirinden
farkli anlamina gelir.

RDW -SD : 29-46fl
RDW-CV : 11,8-15,6

Trombosit (Platelet= PLT): Periferik kanda 1 mm?>'deki trombosit sayisin1 gosterir.
Saglikli bir insanda 1 mm3 kanda 150-400 bin kadar trombosit bulunur. Fakat
pihtili kanla calisilmasi ya da kanin altust edilmeden cihaza verilmesi yalanci
trombositopeniye sebep olur.

Trombosit indeksleri

Ortalama Platelet Voliim (MPV): Periferik kandaki trombositlerin hacmini goste-
rir; eritrositler i¢in kullanilan MCV degerinin trombositler i¢in karsiligidir.

Eriskinlerde MPV: 7,8-11 fL deger araliginda olmalidir.

Platelekrit (PCT): Kandaki tiim trombositlerin toplam kana oranidir. Eritrosit
indekslerinde HCT parametresinin trombositler i¢in karsiligidir. Yeni baslamis
bakteriyel enfeksiyonlarda artar.

PCT= PLT x MPV ile hesaplanabilir.
PCT: %0,1-0,3 deger araliklarinda olmalidir.

Platelet Distribution Width= Trombosit Dagilim Genisligi (PDW): Kandaki
trombositlerin ¢aplar: arasindaki orani gosterir. PDW ne kadar ytiksekse trombosit-
lerin buytikliikleri birbirlerinden o kadar farklilik gosterir.

PDW: 0,9-14 fl degerleri arasinda olmalidur.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 55

Platelet Large Cell Ratio= Biiyiikk Platelet Oran1 (PLCR): Kandaki buytik
trombositlerin normal trombositlere oranini gosterir. Yalniz basina degerlendi-

rilmemelidir.
PLCR: %13-43 degerleri arasindadir.

Lokositler (WBC): 1 mm? periferik kandaki toplam 16kosit sayisini gosterir.
Notrofil, monosit, eozinofil, bazofil, lenfosit olarak tanimlanan tum beyaz kiirelerin
toplamini verir.

Saglikli yetiskinlerde: 4 — 10x103/pL degerleri arasinda olmalidur.

Ust referans degerinden ytksek olmasi I6kositoza, alt degerden dusik ¢ikmasi
ise lokopeniye isaret eder.

Lokositlerin fizyolojik olarak artisi, egzersiz sonrasi, giineste uzun sure kalma,
yuksek rakimda bulunma ve sigara kullanma gibi sebeplerden kaynaklanmaktadair.

Hemogram Ornek: Tam Kan
Test Ad1 Sonug Birim Referans Deger
WBC 8.11 1073/ul 4.8-10.8
NE% 51.6 % 43.0-65.0
LY% 39.7 % 5.5-20.5
MO% 4.2 % 5.5-11.7
EO% 3.9 % 0.0-2.0
BA% 0.6 % 0.2-1.0
NE# 418  10~3/uL 2.2-4.8
LY# 3.22  1073/ul 1.3-2.0
MO# 0.34  1073/ul 0.3-0.8
EO# 0.32  1073/ul 0.0-0.2
BA# 0.05 1073/ulL 0.0-0.1
RBC 6.22 1076/ul 4.70-6.00
HGB 14.7 g/dL 14.0-18.0
HCT 43.4 % 38.0-42.0
MCV 81.0 fL 80.0-97.0
MCH 23.6 pg 27.0-31.0
MCHC 29.2 g/dL 32.0-36.0
RDW_CV 13.1 % 11.5-15.5
RDW_SD 38.8 fL 37.0-54.0
PLT 332 1073/ul 130-400
MPV 9.6 fL 7.4-10.4
PCT 0.32 % 0.000-0.990
PDW 11.7 fL 0.00-99.9
PLCR 23.1 % 13.0-43.0

Tablo 4: Ornek Hemogram (CBC) Raporu
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PERIFERIK KAN YAYMASI - HUCRE TANIMA

Periferik Kan Yaymasi

Periferik yayma, periferik kanda bulunan hiicrelerin morfolojilerinin incelenmesi
suretiyle taniya yardimci olmak amaciyla yapilan hematolojik bir testtir. Bu test
hastadan venoz alinan bir damla kanin lama belirli bir teknikle yayilarak boyan-
masiyla uygulanir. Periferik yayma ile kan hiicrelerinin morfolojileri ve sayilar1
degerlendirilerek 16semi, lenfoma ve anemi gibi ¢esitli hematolojik hastaliklarin
tanis1 konulabilir. Kemik iligi islevi hakkinda bilgi verebilir (T. C. MEB, Saglik
Hizmetleri, 2011b).

Periferik Yayma Yaparken Dikkat Edilecek Noktalar

* Yaymanin bozulmamasi i¢in lam ve lamellerin kuru olmas: gerekir.
* Yaymanin diizgin olmasi i¢in lam kenarlar1 puirtizsiiz olmalidir.

* Yaymanin ¢ok kalin ya da ¢ok ince olmamas: i¢in kan damlasinin uygun
buiyuklukte olmasi gerekir.

* Periferik yayma sirasinda lamlar birbirine stirtinmemelidir. Aksi halde hiicre-
ler parcalanabilir.

* Yayma i¢in alinan kan damlasi fazla bekletilmeden yayilmalidir. Aksi halde
lokositler lamin kenarina dagilirken eritrositlerde rulo formu olusabilir. Trom-

bositler ise kiimelesebilir.

* Yayma sirasinda elin titrememesi gerekir. Boyamak i¢in yaymanin tamamen
kurumas: gerekir (Resim 14).
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 57

Resim 14: Periferik Yayma Preparati Hazirlama

Kan Hucreleri

Kanin plazmas: disinda kalan sekilli elemanlari, hiicrelerdir (Resim 15). Kan hiic-
releri sunlardir (Arikan vd., 2012):

Eritrositler: Kanda en fazla bulunan, hiicrelere oksijen ve karbondioksit tasiyan
alyuvarlardir. Igerdigi hemoglobin kanin kirmizi olmasini saglar. Eritrosit, 1 mm?
kanda 4 milyon ile 5,5 milyon arasinda bulunur.

Lokositler: Viicudumuzun savunmasinda gorevli hiicrelerdir. Viicutta olusan en-
feksiyonlarda onemli rolleri vardir. Beyaz kiire olarak da anilan 16kositler akyuvarlar
olarak da bilinirler. Lokosit, 1 mm3 kanda 4 bin ila 10 bin kadar bulunur.

Trombositler: Kanin pihtilasmasinda gorevli olan trombositler, hemostaz: (ig
denge) korurlar. Trombositlerin diger ad1 platelettir. Trombosit, 1 mm? kanda 150

bin ila 400 bin arasinda bulunur.

Kan Hiicreleri Gelisimi

\ / ¥

¥ Multipotent

Hematopoetik Kok Hiicre O

Myeloid Progenitsr
Lenfoid Progenitdr v

v
v M v O
= v Myeloblast
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'

Dendritik Hikre Makrofaj

Sekil 6: Hematopoez (Kaynak: Shutterstock)
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58 Boliim 8: Periferik Kan Yaymasi - Hiicre Tanima

Eritropoez

Kemik iliginde meydana gelen eritrosit yapimina ve gelismesine eritropoez denir

(Sekil 6).
Lokopoez

Kemik iliginde 10kositlerin yapimi ve gelismesine 1okopoez denir. Tiim hucreler
gibi lokositler de kok hiicreden turerler. Lokositleri olusturan ilk ana hicreye
miyeloblast adi verilir. Lenfositler ise bunlarin disinda farkli bir seri hiicreden tiirer.
Lenfositlere farklilasan kok huicreler ise lenfoid hiicrelerdir (Sekil 6).

Notrofil: Lokositler icinde kanda en fazla oranda bulunurlar (Resim 19). Bakte-
riyel enfeksiyonlarda sayis1 primer olarak artar. Sitoplazmalarinda gesitli sindirim
enzimleri igeren graniller bulundururlar. Cekirdekleri lobludur. Cok iyi birer fa-
gosittirler. Omiurleri 8-10 saattir. Kandaki nétrofil sayisinin dismesine nétropen,

artmasina ise notrofili denir.

Eozinofil: Cekirdekleri 2 lobludur. Sitoplazmasi Giemsa ile turuncu-kirmizi
bir renkte boyanir ve graniillidiir (Resim 18). Allerjik reaksiyonlarda ve parazi-
tik enfeksiyonlarda sayilar1 artar. Kanda eozinofillerin sayisinin yiiksek olmasina
eozinofili; dustuk olmasina ise eozinopeni denir.

Bazofil: Periferik kanda bulunma orani en az olan hiicredir. Bundan dolay:
yayma preparatlarda saglikli insanlarda zor goruliir. Sitoplazmalar: ¢ekirdegi de
kaplayan graniilleri vardir (Resim 16). Graniillerin igeriginde heparin, histamin
gibi maddeler bulunur. Bazofiller de alerjik olaylarda gorev alirlar.

Monosit: Monositler, periferik kanda bulunan lokositlerin en biiytikleridir. Fa-
sulye ya da at nali seklinde ¢ekirdekleri vardir (Resim 17). Monositlerin dokulara
gog etmis halleri makrofajlardir. Bulunduklar1 organ ve dokulara gore farkli isimler
alirlar.

Lenfositler: Miyeloid seri lokositlerden farkli olarak lenfoid progenitor hiicre-
lerden gelisirler. Lenf bezleri, dalak, timus ve peyer plaklarinda bulunurlar. Onciil
hiicreleri lenfoblastlardir. Lenfositler, 16kositlerin hacim olarak en kugcuk grubudur.
Cekirdekleri sitoplazmalarinin buyuk bir kismini kaplar ve koyu renkte boyanirlar
(Resim 20).
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Resim 15: Normal eritrosit ve 16kosit hiicreleri (Kaynak: Resim 16: Bazofil
http://www.tahlil.com)

Resim 18: Eozinofil
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Resim 19: Notrofiller Resim 20: Lenfosit
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Boliim 8: Periferik Kan Yaymasi - Hiicre Tanima

Eritrositlerin Siniflandirilmasi

Eritrositlerin Caplarina Gore Siniflandirilmas:

1.

2.

Normosit: Caplar1 ya da hacimleri normal sinirlarda olan eritrositlerdir.
Mikrosit: Caplari kiigiik olan (60 femto litrenin (fL) altinda) eritrositlerdir.
Makrosit: Caplar: buyuk (90 femto litrenin (fL) tistiinde) olan eritrositlerdir
Anizositoz: Caplari birbirinden farkl eritrositlerin olmasidir.

Poikilositoz: Sekilleri birbirinden farkli eritrositlerin olmasidir.

Eritrositlerin I¢erdikleri Hemoglobin Miktarina Gére Siniflandirilmasi

1.

Normokromi: Eritrositlerin igerdikleri hemoglobin miktarinin normal olma-

sidir.

. Hipokromi: Eritrositlerin icerdikleri hemoglobin miktarinin diisik olmasidir.

. Hiperkromi: Eritrositlerin icerdikleri hemoglobin miktarinin fazla olmasidir.

Anizokromi: Eritrositlerin icerdikleri hemoglobin miktarinin esit olmamasi-

dir.

Eritrositlerin Baz1 Morfolojik Farkliliklarina Gore Siniflandirilmasi

1.

2.

10.

Polikromazi: Eritrositlerin bazik boya ile ¢cok az boyanmasidir.

Eritroblastoz: Kanda suirekli ve fazla miktarda olgunlasmamis ¢ekirdekli geng
alyuvarlarin (normoblast) bulunmasidir.

. Elipsoid: Elips seklindeki eritrositlerdir.

Orak hiicre: Yarim ay veya orak seklindeki eritrositlerdir.

. Rozet sekilli eritrositler: Rozet seklindeki eritrositlerdir.

Target hiicre: Hemoglobin dagiliminin bozukluguna bagli olarak eritrositlerin
hedef tahtasi seklinde olmasidir.

. Burr hiicresi: Ayni boyda ¢ikintilar: bulunan eritrositlerdir.

. Heinz cisimcigi: Eritrositlerdeki enzim eksikligi nedeniyle denattire olan

hemoglobinin ¢okmesiyle olusan tanecikler iceren eritrositlerdir.
Siderositik graniiller: Eritrositlerde demir iceren kiuiguik partikullerdir.

Sferosit: Merkezdeki soluklugu kaybolan ve buna bagl olarak az hemoglobin
tastyan kiire seklindeki eritrositlerdir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitabi 61

Hematolojik Maligniteler (Kan Hastaliklar1)

Kemik iliginden kaynaklanan hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ya da hig tretileme-
mesi gibi nedenlerden dolay1 ¢esitli hastaliklar gelisebilir. Bu hastaliklarin tanisi
kemik iligi yaymas1 ya da periferik kan yaymasi yardimiyla konulabilir. Baz1 kan
hastaliklar1 sunlardir (Hillman vd., 2012):

Losemi: Kemik iliginde kan hiicrelerinin kontrolstz sekilde ¢cogalmasiyla olusan
hematolojik bir malignitedir.

Cesitli alt turleri vardir:

Akut Lenfoblastik Losemi (ALL): Kemik iliginde lenfosit 6nciillerinin (len-
foblast) asir1 artmasiyla karakterizedir. Genelde ¢ocukluk ¢agi l1osemilerin en sik

goriilen tipidir (Resim 21).

Resim 21: Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) (Kaynak: Resim 22: Akut Myeloblastik Losemi (AML)
www.hematolojiatlasi.com)

Akut Myeloblastik Losemi (AML): Kemik iliginde miyeloid seri 6nciillerinin
(miyeloblast) agir1 artmasiyla karakterizedir (Resim 22).

Kronik Lenfositer Losemi (KLL): Kemik iliginde olgunlasmis lenfositlerin kont-
rolsiiz ¢ogalmasiyla olusan 16semi tipidir (Resim 23).

ORI T

s . - - =
Resim 23: Kronik Lenfositer Losemi (KLL) (Kaynak: Resim 24: Kronik Mpyelositer Losemi (KML) (Kaynak:
www.hematolojiatlasi.com) www.hematolojiatlasi.com)

Kronik Myelositer Losemi (KML): Kemik iliginde olgun miyeloid seri hiicrele-
rin kontrolsiiz ¢cogalmasiyla olusan l6semi tipidir (Resim 24).
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62 Bolum 8: Periferik Kan Yaymasi - Hucre Tanima

Lenfoma: Lenfositlerin kemik iligi disinda lenf bezleri basta olmak tizere solid
organlarda asir1 ¢ogalmasiyla meydana gelen kanser tiriidir. Genel olarak lenf
sisteminden kaynaklanir ve lenf kanseri olarak da bilinir. Hodgkin ve Non-Hodgkin
Lenfoma olmak uzere iki tipi mevcuttur.

Myelodisplastik Sendrom (MDS): Kemik iliginde olgunlasmamis kan hticrele-
rinin asir1 ¢ogalmasiyla meydana gelmektedir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 63

Uygulama: Periferik Kan Yaymasi- Hiicre Tanima

Amag

Periferik kandan lam tizerine yayma yapip boyayarak, kan hiicrelerin 1 mikro
litredeki dagilimini yiizde olarak hesaplamak.

Arag - Gerecler

Formiil 16kosit i¢in preparat, lam yontemiyle hazirlanir (Resim 14).
Lam yontemiyle preparat hazirlama arag ve geregleri:

%70’lik alkol,

Pamuk,
¢ Lanset,

e Lam,

Giemsa boyasi,

¢ Immersiyon yag:.

Uygulama Basamaklar1 Kontrol

1 Eldiven giyilerek gerekli hazirliklar yapalir.

2 Temiz iki adet lam alinir.

3 Parmak ucundan kapiller veya damardan EDTA’l1 tiipe venoz kan alinir.

4 Lamin sag ug tarafina bir damla kan damlatilir. Fakat lam cilde
degdirilmemelidir.

5 Yayma yapacak olan piiriizsiiz bir lam daha segilir ve damlaya temas ettirilir.

6 Bu arada sol elimizin isaret ve bagparmagiyla da alttaki lam sabitlenir.

7 Yayma yapacak olan lam 45° aciyla geriye dogru cekilerek kanin lamin kenarina
yayilmasi saglanir.

8 Aq1 30%’ye diistriilerek yayici lam hizli bir sekilde el titremeden ileriye dogru
itilir.

9 Lamin bos olan ucuna hasta ismi ya da 6rnek numarasi yazilir.

10 Yayma yapildiktan sonra kurumaya birakilir.

11 Hazirlanan yayma preparati metil alkol ile 5-10 dakika tespit edilir.

12 Alkol ugtuktan sonra uygun oranlarda hazirlanmis Giemsa boyasi tiim lami
kaplayacak sekilde dokiiliir ve 15-30 dakika kadar bekletilir.

13 Bekletilen stire sonunda yayma, bol distile su ile yikanir.

14 Mikroskopta 100x’lik objektifte immersiyon yagi damlatilarak bakilir.
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64 Boliim 8: Periferik Kan Yaymasi - Hiicre Tanima

Uygulama: Periferik Kan Yaymasi - Hiicre Tanima

Ogrenci Raporu:
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PERIFERIK KAN YAYMASI - FORMUL LOKOSIT

Periferik Kan Yaymasi ile Formiul Lokosit Degerlendirmesi

Uygulama: Periferik Kan Yaymasi - Formiil Lokosit
Amag

Periferik kandan lam tuzerine yayma yapip boyayarak, kan hiicrelerin 1 mikro
litredeki dagilimini yiizde olarak hesaplamak.

Arag - Geregler

Formiil 16kosit i¢in preparat, lam yontemiyle hazirlanir (Resim 14).
Lam yontemiyle preparat hazirlama arag ve geregleri:

%?70’lik alkol,

Pamulk,

¢ Lanset,

e Lam,

* Giemsa boyasi,

 Immersiyon yag.

Lokosit Formiulu

%50 - 70 Notrofil 1,7 - 7x 103/uL

%20 - 40 Lenfosit | 0,9 - 2,9 x103/uL
%2 - 6 Monosit 0,3-0,9x 103/uL
%?2 - 4 Eozinofil | 0,05 - 0,5x 103/uL
%0 - 1 Bazofil 0-0,3x103/pL
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66 Bolum 9: Periferik Kan Yaymasi - Formul Lokosit

Uygulama Basamaklar1 Kontrol

1 Eldiven giyilerek gerekli hazirliklar yapilir.

2 Temiz iki adet lam alinir.

3 Parmak ucundan kapiller veya damardan EDTA’l1 tiipe ven6z kan alinir.

4 Lamin sag ug tarafina bir damla kan damlatilir. Fakat lam cilde
degdirilmemelidir.

5 Yayma yapacak olan piirtizsiiz bir lam daha segilir ve damlaya temas ettirilir.

6 Bu arada sol elimizin isaret ve bagsparmagiyla da alttaki lam sabitlenir.

7 Yayma yapacak olan lam 45° aciyla geriye dogru cekilerek kanin lamin kenarina

yayilmasi saglanir.

8 Ac1309ye diisiiriilerek yayici lam hizli bir sekilde el titremeden ileriye dogru

itilir.
9 Lamin bos olan ucuna hasta ismi ya da 6rnek numarasi yazilir.
10 Yayma yapildiktan sonra kurumaya birakilir.

11 Hazirlanan yayma preparati metil alkol ile 5-10 dakika tespit edilir.

12 Alkol ugtuktan sonra uygun oranlarda hazirlanmis Giemsa boyasi tiim lami
kaplayacak sekilde dokulir ve 15-30 dakika kadar bekletilir.

13 Bekletilen siire sonunda yayma, bol distile su ile yikanir.

14 Mikroskopta 100x’liik objektifte immersiyon yag1 damlatilarak bakalir.
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Uygulama: Periferik Kan Yaymasi- Formiil Lokosit

Ogrenci Raporu:
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COOMB’S TESTLERI (IMMUNOHEMATOLOJIK TESTLER)

Antiglobulin Testler

“ANTI-Human Globulin” (AHG) antikoru kullanilarak yapilan testlere Antiglobulin
test veya Coomb’s Testleri denilmektedir.

Antikor Tarama Testleri

Antikor tarama testleri, kiside eritrositlerin yltizeyinde bulunan antijenlere karsi
serumda antikor olup olmadigini saptamaya yarayan testlerdir. Antikor tanimlama
testleri ise aranan antikorun eritrositin hangi antijenine karsi, hangi kan grubuyla
ilgili oldugunu tespit etmek i¢in yapilan testlerdir. Antikor tarama testleri daha gok
kan nakli olacak hastalar arasinda transfiizyon oncesi yapildig1 gibi kan uyusmazlhig:
yasayan gebelerde de gebeligin 6. ayindan itibaren bakilabilmektedir. Gebelerde
bakilan antikor Rh antikorudur ve bu antikorlarin varlig1 indirekt Coomb’s Testi’yle
tespit edilir. Bu test, tiip yonteminin yaninda mikroplak ve mikrokolon yontemiyle

de yapailabilir.

Coomb’s Testleri

Coomb'’s testleri insan antikorlarina kars: gelistirilen antikorlarla (AHG) yapilan
testlerdir. Bu testlerde eritrositler tizerinde bulunan antijenlere kars: olusmus anti-
korlar ile serumda bulunan antikorlar tayin edilir. Kisinin eritrositlerinin uzerinde
bulunmayan antijenlere kars1 iiretilmis antikorlar alloantikor ya da izoantikor olarak
adlandirilir. Kendi eritrositlerinin yiizeyinde bulunan antijenlere yonelik olusan
antikorlar ise otoantikorlardir. Tim bu antikorlarin varligini ortaya koymak igin
yapilan Coomb’s testleri Anti-Human Globiilinler (AHG) denilen yesil renkli Coomb’s
serumlariyla yapilir. Fakat bu testlerde dikkat edilmesi gereken husus kullanilacak
eritrositlerin yikanarak kendi serumlarindan temizlenmeleridir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 69

Direkt Coomb’s Testi (DAT)

Direkt Coomb’s testleri (DAT) eritrositlerin kendi antijenlerine yapismis IgG yapisin-
daki yabanci (alloantikor) antikorlarin varligini tespit etmek i¢in yapilan testlerdir.
Eritrosit yuzeyini kaplamis olan bu antikorlar sicak antikorlardir. Otoimmiin hemo-
litik anemi ve kan uyusmazligina bagli yenidogan hemolitik anemilerde, ilaglarin
sebep oldugu hemolitik anemilerde Direkt Coomb’s testi pozitiftir. Ayrica kan
transfiizyonunda yararlanilan bir testtir. Bu test EDTA’l1 tam kandan ¢alisilir ve
inktibasyon gerektirmez. Eritrositlerin 3 kez yikanmasi gerekir.

Indirekt Coomb’s Testi (IAT)

Kan uyusmazlig: olan gebenin kaninda, dogumdan once eritrosit antijenlerine (A
ve B antijenleri disinda) kars: tretilen ve serumda serbest bulunan antikorlarin
varligini saptamak igin yapilan testtir. Ayrica hemolitik anemilerin tanisinda ve kan
nakillerinde cross match (¢capraz karsilastirma) yapilirken bu test kullanilir. Bu testte
hastanin serumunda eritrositlere yapismamis olan inkomplet antikorlar aranir. Bu
antikorlar IgG tipinde antikorlardir. Plasentadan gegebilirler. Bu test, kuru tiplere
alinan serum ile ¢aligilir.
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70 Boliim 10: Coomb’s Testleri (Immiinohematolojik Testler)

Uygulama: Direkt Coomb’s, Indirekt Coomb’s ve Indirekt Co-
omb’s Titrasyon Testleri
Amag

Kisinin eritrositleri tizerindeki antijenlere yapismis halde bulunan ve eritrositleri
kaplayan antikorlar1 (Direkt Coomb’s testi), serumda serbest bulunan eritrosit anti-
jenlerine kars1 iiretilmis antikorlar1 (Indirekt Coomb’s testi) ve indirekt Coomb’s testi
pozitif  ¢ikanlarda, serumdaki antikor  titresini  tespit  etmek.

Arag ve Gerecler

e EDTA’l1 tam kan,

e Antikor aranacak serum,

* Cam tupler,
* SF,

* Coomb’s serumu (AHG) (Resim 25),

* Pastor pipetleri,

Resim 25: Coomb’s Serumu

* Mikropipetler (100 mikro litrelik).

Uygulama: Direkt Coomb’s Testi

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 250-300 mikro litre tam kan alinir, bol SF’de ti¢ kez yikanir (3000 rpm-3 dk).

2 En son stipernatan atilir, dipte kalan eritrositlerden %5’lik eritrosit

siispansiyonu hazirlanir (1 ml SF+50 mikro litre eritrosit).

Bagka bir tiipe, hazirlanmis eritrosit siispansiyonundan 2 damla eklenir.

Tipler karistirilarak 1000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

3
4 ES tizerine de 2 damla Coomb’s serumu eklenir (Resim 25).
5
6

Aglitinasyon varligina bakilir. Agliitinasyon varsa sonug pozitif olarak

raporlanir.

7 Mikroskopta bakilarak sonug teyit edilir.
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Uygulama: Direkt Coomb’s Testi

Ogrenci Raporu:
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72 Boliim 10: Coomb’s Testleri (Immiinohematolojik Testler)

Uygulama: indirekt Coomb’s Testi

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 Hastanin kani alinarak santrifiijlenerek serumu ayrilir.

N

Herhangi bir 0 Rh (+) tam kan alinarak eritrositleri 3 kez bol SF ile yikanarak
3000 rpm’de 3 dakika santrifiijlenir ve yikanmisg hale getirilir. Yikanmis bu

eritrositlerden %5’lik ES hazirlanir.

3 Bos bir tiipe hastanin serumundan 2 damla damlatilir, tizerine hazirlanan
eritrosit siispansiyonundan da 2 damla eklenerek karistirilir.
379C’lik etiivde 60 dakika inkiibasyona birakilir.
Bol SF ile 3 kez yikanur.

Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir.
2000 devirde 1 dakika santrifiij edilir.

4
5
6 En son kalan pellet iizerine 1 damla Coomb’s serumu ilave edilir.
7
8
9

Agliitinasyon olup olmadig1 mikroskopta bakilarak teyit edilir.

10 Aglutinasyon varsa sonuglar (+,++,+++,++++) dereceli pozitif olarak

degerlendirilir.

11 Pozitif ¢ikan serum titrasyona alinir.
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Uygulama: indirekt Coomb’s Testi

Ogrenci Raporu:
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74 Boliim 10: Coomb’s Testleri (Immiinohematolojik Testler)

Uygulama: indirekt Coomb’s Titrasyon Testi

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 5 adet cam tup alinir ve tizerleri etiketlenir (sirasiyla 1/2,1/4,1/8,1/16, 1/32).

2 Ilk tiipe 50 mikro litre, 2. tiipe 25 mikro litre serum konarak serum miktarlari

yariya indirilir ve en son 5. tiipe 3.75 mikro litre serum konur.

Tum tiiplere 50’ser mikro litre %1°lik ES ilave edilir.

Tiplere en son hacim 100 mikro litre olacak sekilde SF eklenir.

1 saat etivde inkibe edilir.

Q| U | | W

Inkiibasyondan sonra tiip icerikleri bol SF ile 3 kez 3000 rpm’de 3 dakika

yikanir.

7 Tium tiplere 1’er damla Coomb’s serumu eklenir. Oda sicakliginda 15 dakika
bekletilir. 2000 rpm’de 1 dakika santrifijj edilir. Mikroskopta bakildiktan sonra
en son pozitifligin goruldiigi titre sonug olarak raporlanir (1/32 ve tizeri

o6nemlidir).

Not: indirekt Coomb’s titrasyon testinin 1/32 ve iizerinde ¢ikmasi énemlidir.

Antikor yanitinin gii¢lii oldugunu gosterir.
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Uygulama: indirekt Coomb’s Titrasyon Testi

Ogrenci Raporu:
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76 Boliim 10: Coomb’s Testleri (Immiinohematolojik Testler)

Coomb’s Serumunun Kontrolu

Coomb’s serumu, ancak antikorlarla kapli yikanmis eritrositlere baglanarak aglii-
tinasyon olusturur. Fakat bazi durumlarda eritrositler iyi ytkanmis oldugu halde
antikorlarla kapl degilse aglitinasyon gozlenmez. Bunun i¢in Coomb’s serumunun
aktivasyonunu belirlemek igin tiip titrasyon yontemi kullanilmaktadir.

Coomb’s Testlerinde Yanlis Pozitiflik ve Yanlis Negatifligin
Nedenleri

* Yanlis negatif sonuglarin en buyik sebebi iyi yitkanmamis eritrositlerdir. Bu
sebepten eritrositler 3 kez bol SF ile yikanmalidir.

* Calisma sirasinda ara verilmesi ve uzun siire beklenilmesidir.

* Coomb’s serumunun optimum kosullarda muhafaza edilmemesidir.
* Coomb’s serumunun teste ilave edilmesinin unutulmasidir.

* Santrifiij kosullarinin uygun olmamasidir (devir ve sure gibi).

* Eritrosit konsantrasyonlarinin ayarlanamamasidir.

* Eritrosit yitkamak i¢in kullanilan SF gibi soliisyonlarin pH degerlerinin eritro-
sitlerle ortiismemesidir.
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KANAMA DIYATEZLERINDE KULLANILAN TESTLER

Kanama Diyatezi

Bazi insanlar, kalitsal ya da diger etmenlerin etkisiyle kanamaya egilimleri olarak
tanimlanabilir.

Hemostaz (pihtilagsma): Kendiliginden olusabilecek bir kanamay1 engelleyen
ya da baska bir nedenle disaridan olan yaralanmalar sonucu olusabilecek kanamalari
durdurmaya ¢alisan mekanizmalarin tumt Hemostaz olarak bilinir (Haznedaroglu,
2005).

Fibrin: Pihtilasmanin son asamasinda olusan yaraya bir nevi tikag gorevi goren
bir proteindir.

Tromboz: Damari tikayan kan pihtisidir.

Pihtilasma Mekanizmasi

Damarlarin igerden ya da disaridan bir nedenden dolay1 butunlugiin bozulmasiyla
kanama meydan gelir. Fakat bu durumda viicutta bulunan bir seri mekanizmalar
bu kanamay1 durdurarak kontrol altina alir. Bu sekilde kanamanin durdurulmasi
ve damar butunluginin korunmasi olay1 hemostaz olarak adlandirilir. Bu olaydaki
mekanizma sirasiyla soyle ilerlemektedir:

Damar butunluginin bozulmasiyla trombositlerden vazokonstriktor olan se-
rotonin salgilanmasiyla damarda biiziilme olusmasi, trombositlerin olay yerine
gelip bir tipa olusturmasi, gesitli pihtilagsma faktorleri etkisiyle koagulasyonun
gerceklesmesi ve en nihayetinde fibrin yani pihtinin yaraya sabitlenmesiyle bu
sire¢ tamamlanir. Bu sure zarfinda pihtilasmaya yardimci bir¢ok protein gorev
almaktadir.

Kanamanin akabinde hemen devreye giren bu mekanizma olduk¢a karmasiktur.
Damarda olusan kanama sonucu trombositler tromboplastin salgilar, bu madde ko-
agiilasyonu baglatir. Daha sonra tromboplastin aktiflesir ve karacigerde K vitamini
varliginda uretilen protrombini kalsiyum etkisiyle trombine gevirir. Trombin ise
plazmada bulunan fibrinojeni fibrine ¢evirir. Bu fibrinler bir lif ag1 olacak sekilde
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78 Bolim 11: Kanama Diyatezlerinde Kullanilan Testler

yaranin Uzerini kapatarak pihti olusumunu gerceklestirirler. Sonunda kanamay1
durdurmus olurlar.

Trombositler — Tromboplastin — Protrombin — Trombin — Fibrinojen — Fibrin I

Kaogiilasyon olayinda gorev alan ve 1’den 13’e kadar Faktor ad1 verilen bazi

proteinler gorev alir. Bu proteinlerin birbirlerini aktive etmesiyle kaskad islev goriir.
Pihtilagma iki yolla gerceklesir; ekstrinsik (ekstrensek) ve intrinsik (intrensek). Bu
iki farkli yol, farkl: faktorlerin aktiflesmesiyle basladigi halde faktor X’in aktif hale
gelmesinden sonra ortak ilerler ve fibrin olusumu gerceklesir (Arikan vd., 2012).

PIHTILASMA MEKANIZMASI
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Sekil 7: Pihtilasma mekanizmas (Kaynak: Shutterstock)

Intrensek Pihtilasma Mekanizmasi (Damar igi)

Bu pihtilasma mekanizmasi damar i¢indeki kanin damar ¢eperindeki kolajenle
temasindan yani damar i¢i bir kanamadan sonra Faktor XII'nin aktivasyonuyla
baslar. Pihtilasma kaskadi Faktor XII'nin ise sirasiyla F XI, FIX, F VIIL, F X, F V’i
aktif hale getirmesiyle devam eder. F X ve F V’in birlikte aktif olmalar1 protrombini
trombine dontstiriir. Trombin isefibrinojeni fibrin donustirdiigiinde piht1 tikaci
olusur ve F XIII'tin etkisiyle olusan piht1 sabit hale gelir (Sekil 7).

Ekstrensek Pihtilagma Mekanizmas1 (Disaridan kaynaklanan)

Bu pihtilasma mekanizmasinda doku faktori rol oynamaktadir. Burada damar igi
degil, disaridan kaynaklanan yaralanmalar sonucu olusan kanamalar bu mekanizma
ile durdurulur. Doku faktorii olarak, burada doku tromboplastini gorev alir. Istemde,
kan disindaki herhangi bir maddenin, yani doku faktoruntn (doku tromboplastini)
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 79

etkisiyle pihtilagsma olay1 baslar. Kan ile doku tromboplastini temas ettiginde Faktor
VII inaktif durumdan aktif duruma (VII'ye) geger. Kalsiyum iyonu ile birlikte F X"u
aktiflestirir. Fibrinojenin fibrin haline dontusmesi ve F XIII'iin etkisi ile stabil fibrin
olusur (Sekil 7).

Pihtilasma Mekanizmasinda Gorev Alan Faktorler

Plazmada bulunan ve pihtilasmanin olusmasini saglayan proteinlerdir. 1’den 13’e
kadar faktor proteini bulunur ve her biri Romen rakamiyla gosterilir (Tirk Hemato-
loji Dernegi, 2017)

FI Fibrinojen
F1I Protrombin
F III Doku faktoru-Doku tromboplastini
FIV Ca
FV-VI Labil faktor — (Proakselerin — akselerin)
F VII Stabil faktor (Prokonvertin)
F VIII AHG-A (Anti Hemofilik Globulin A)
FIX AHG-B (Anti Hemofilik Globulin — B) (Christmas Faktori)
FX Stuart — Prower Faktoru
F XI AHG-C (Anti Hemofilik Globulin — C) Plazma tromboplastin antisedan
F XII Hageman Faktori
F XIII FSF (Fibrini Stabilize Eden Faktor)

Pihtilasma Faktorleri Eksiklikleri

FI (Fibrinojen) Eksikligi

Karacigerde sentezlenen pihtilasma faktorudur. Fibrinojen trombinin etki etmesiyle
fibrin haline gelir ve pihtiy1 olusturur. Fakat bazi durumlarda fibrinojen sentezi
azalir ki bu durumlarda pihtilasma bozuklugu ortaya ¢ikar. Fibrinojen eksikliginde,
pthtilasma zamani (PZ), Protrombin zamani (PTZ) ve Aktive parsiyel Tromboplastin
zamani (aPTT) uzamistir. Fakat Trombolastin Generation Testi (TGT) ve Protrombin

Harcanma zamani ise normaldir.

F II (Protrombin) Eksikligi

Karacigerde K vitamini varliginda sentezlenir. Protrombin kalsiyum iyonlarinin
ve trombokinaz enziminin etkisiyle trombine gevrilir. Eksikligi otozomal resesiftir.
Eksikliginde duragan bir kanamadan ziyade bir travma sonrasi uzayan kanamalar

olur. aPTT ve PT uzamistir.
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80 Bolim 11: Kanama Diyatezlerinde Kullanilan Testler

F X Eksikligi (Stuart ve Prower)

Karacigerde sentezlenen ve ortak pihtilasma yollarinda gorev alan bir proteindir.
F V ile birlikte protrombokinaz aktivitesi gosterir. Eksikligi otozomal resesiftir.
Ayrica K vitaminin eksikliginde ve antikoagulan kullanimina bagl olarak F X’un
plazma miktarinda azalma gozlemlenir. Boyle durumlarda PT ve aPTT uzamuistir.
TT ise normaldir. Karacigerde sentezlenir. Ortak yolda gorev alir. Ayrica faktor V
ile birlikte protromkinaz: aktifler. Kalitsal faktor X eksikligi olan hastalarda PT ve
aPTT uzamis, TT ise normaldir.

Hemofili

Halk arasinda kanama hastaligi olarak bilinen ve X kromozomuna bagh kalitildigin-
dan yalnizca erkeklerin oldugu, kadinlarin ise tasiyic1 olduklari bu durum F VIII
ve F IX’un eksikligi ya da yoklugunda gorulur. Bu hastalikta saglam ve kuvvetli
bir piht1 olusmamaktadir. Bu nedenle bu hastalarda kanamay1 durdurmak igin
disaridan mudahale edilmesi gerekir. Hemofilide kanamanin siiresi daha uzundur
fakat kanama daha hizli degildir.
Pihtilasma Zamanini Uzatan Faktorler

* Pihtilagsma bozukluklari,

¢ Hemofili,

* Antikoagulan ilag¢ kullanimai,

e Tikanma sariliklari,

 Faktor VII ve XIII hari¢ diger koagiilasyon faktorlerinin eksikligi,

e Losemi,

» Karaciger harabiyeti,

 Toksik dozda radyasyona maruz kalma.

Pihtilasma Zamanini Kisaltan Faktorler
* Tifo ve tifus hastaligs,
¢ Kanama sonrasi,
¢ Anestezi alimindan sonra,
* Agir metaller,

* Oral kontraseptif (dogum kontrol haplar1) kullanilmasi.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 81

Kanama Zamani

Trombositlerin fonksiyonlarini ve kanin pihtilasma mekanizmalarini 6l¢meye yara-
yan yontemlerle kanama zamani olgiilur. Bu test ile yaranin olustugu an ile kana-
manin durdugu ana kadar gegen strenin 6l¢imu yapilir. Kanama zamani testi ayni
zamanda damar duvari islevi, trombositlerin etkinlikleri ve sayilar ile iliskilidir.
Kanama zamani ol¢timiiyle Won-Willbrand hastaligi gibi bazi hastaliklar ortaya
cikabilir

Kanama Zamani Olgiimiinii Etkileyen Faktérler
* Derinin yapisi,

* Insizyon yerinde keloid olusma durumu,

Kullanilan ilaglar,

Alkoliin u¢masini beklememe,
* Insizyon yapilan bolgede deriyi cekip germe,

* Kesinin yeri ve boyutu,

Filtre kagidinin yaraya temas etmesi.

Kanama Zamanini Uzatan Faktorler

* Von-Willebrand hastaligi,

* Trombositopeni,

Trombosit fonksiyon bozuklugu,

* Antiagregan veya aspirin kullanimu,

Fibrinojen eksikligi.
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82 Bolim 11: Kanama Diyatezlerinde Kullanilan Testler

Uygulama: Duke Yontemi ile Kanama ve Pihtilasma Zamani Tayini
Amag

Kanama zamanini Duke yontemi ile tespit etmek.

Arag - Geregler
* Lanset,
e Alkol,
¢ Kronometre,

* Filtre kagidi.

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 Parmak ucu alkolle 1slatilmis pamukla birkag saniye kurumasi beklenir ve steril

lanset ile parmak ucu delinir. Kronometreye basilir.

2 Temiz bir lama bir damla kan damlatilir.

3 Akan kan filtre kagid1 yardimiyla emdirilir fakat yaraya degdirilmemesine 6zen
gosterilir.

4 Kanamanin zamani kontrol edilirken bir taraftan da lama damlatilan kan

pihtilasma zamani i¢in lansetin ucuyla kontrol edilir.

5 Kanamanin durdugu anda kronometreye bakilir ve kanama zamaninin dakikasi
kaydedilir. Bu deger 3 ila 6 dakika arasinda olmalidir. 6 dakikanin ustiindeki
degerler patolojik degerlendirilir.

6 Pihtilagma zamani iginse lanset ucuyla temas ettigimiz kanda uzayan
(iplikgikleri) fibrilleri gozlemledigimiz an kronometre durdurulur, bu an

pihtilasma zamanidir. Sonuglar dakika ve saniye cinsinden yazilarak kaydedilir.

7 Pihtilasma zamani 10 dakikaya kadar normaldir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab:

Uygulama: Duke Yontemi ile Kanama ve Pihtilasma Zamani Tayini

Ogrenci Raporu:
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84 Bolim 11: Kanama Diyatezlerinde Kullanilan Testler

Protrombin Zamani1/PTZ

Bu test normal kosullarda tromboplastinin varliginda plazmanin koagtlasyon stre-
sini Olger. Ekstrensek yolda gorev alan faktorlerin fonksiyonlarinin degerlendirilme-
sinde kullanilan testtir. Protrombin zamanai tayininde sitratli plazmaya kalsiyum
ve tromboplastin eklenerek 37°C’de fibrin olusana dek ekstrensek yolun islevi
ol¢iilmus olur. Dolayisiyla, PT testi ile ekstrensek yoldaki faktorlere bagli olan
bozukluklar yakalanabilir. Bu testler sitratli/okzalath tiplere alinmis plazmalarla
calisilir. Burada antikoagulan madde olan sitrat plazmadaki kalsiyumu baglar ve
tipteki kanin pihtilagsmasini onler. Boylece plazmadaki fibrinojen fibrine doniise-
mez ve plazmada kalir. Ancak test sirasinda disaridan tromboplastin ve kalsiyum
klorit ilavesiyle fibrin olusum stireci ol¢iilur.

PTZ’nin Normal Degerleri: 10-14 saniye arasinda olmalidar. I

INR (Uluslar Aras1 Normallestirme Orani): Degisik 6l¢iim sistemlerinden kay-

naklanan farkliliklar: ortadan kaldirmak, ayni zamanda antikoagiilan tedavisinde
standardi yakalamak amaciyla INR parametresi kullanilmaktadir.

DIKKAT!
INR= Hasta Protrombin Zamani/Normal Kontrol Protrombin zamani INR,

Normal saglikli bireylerde 0,8-1,1 degerleri arasinda, antikoagiilan ila¢ teda-
visi goren hastalarda ise 2.0-3.0 degerleri arasindan olmalidair.

Protombin Zamanini Uzatan Etmenler
* Fibrinojen eksikligi,
 Karaciger hastaliklari,
* Antikoagiilan ilag kullanima,
* Konjenital bazi faktorlerin eksiklikleri (Faktor I, 11, V, VII, X),
» Kvitamini eksikligi.
Protombin Zamanini Kisaltan Etmenler

e Damar i¢cinde meydana gelen pihtilasma durumu.

Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani1/aPTT

aPTT, PT’nin aksine intrensek yolda ve ortak yolda koagulasyon zamaninda go-
rev alan pihtilasma faktorlerinin (F VII ve F XIII harig) islevselliklerini dl¢en bir
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 85

koagiilasyon testidir. Ozellikle bu testte hemofili parametresi olan F VIII ve F IX
faktorlerinin eksikligi bu testle tayin edilebilir. aPTT, ayrica fibrin olusumuna kadar
gecen siirecte gorev alan tum faktorlerin eksikliklerinde uzama gosterir. Ayrica
antikoagulan tedavisinin etkinliginin tayininde kullanilir. PT testinde oldugu gibi
sitratli tiiplerden elde edilen plazmadan ¢alisilir. Sefaline CaCl, ilavesiyle test
calisilir.

DIKKAT!
aPTT’nin normal degerleri, 25-35 saniye arasinda olmalidur.

aPTT Zamanini Uzatan Faktorler

* Pihtilagsma faktorlerinin eksikligi,

e Siroz,

Hemofili,

K vitamini eksikligi,
* Heparin uygulamasi,

* Fibrinojen eksikligi,

Von-Willebrand hastalig1.

aPTT Zamanini Kisaltan Faktor

¢ Kanser.

Koagiilasyon Testleri Calisirken Dikkat Edilmesi Gereken
Hususlar

» Koagiilasyon testleri trombositten fakir plazmadan galisildig: icin sitratli kan
ornegi 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmelidir.

* Kanlar alindiktan sonra en geg iki saat i¢inde ¢alisilmalidir.

* Kan alimindaki hatalar doku tromboplastinini aktive edeceginden sonuglar1
etkileyebilir.

* Tuplerin i¢indeki antikoagtlanin miktar1 ¢ok onemlidir. Ayrica pihtili kandan
bu testler ¢alisilmamalidir.
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Bolim 11: Kanama Diyatezlerinde Kullanilan Testler

Tuplere eksik ya da fazla kan alinmasi ayrica hastanin yiiksek hematokriti
olmasi1 antikoagiilan madde ile plazma arasindaki orani etkileyeceginden
tupun seviyesinde kan alinmalidir.

Dogru antikoagiilan madde (sitrat ya da okzalat) kullanilmalidir.
Cihaz sicaklig1 37°C’de olmalidir.

Reaktifler uygun kosullarda saklanmalidir.
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Uygulama: PTZ (Protrombin Zamani) Olgme
Arag - Gerecler

¢ Kronometre,

* Pipet,

¢ Benmari,

» Tap.

Reaktifler

* Hasta plazmasi 50 mikro litre,
¢ Kontrol serumu,

e Hasta serumu,

Tromboplastin,

Kalsiyum klorit (CaCl,).

Uygulama: Aktive Parsiyel Tromboplastin Zaman1/aPTT Olgme
Arag - Geregler

¢ Kronometre,
* Pipet,
¢ Benmari,

* Tup.

Reaktifler

* Hasta plazmas1 50 mikro litre,

%3.8’lik 0.5 ml sodyum sitrat,

Sefalin,

CaClz,

Kontrol plazmasi.
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Uygulama Basamaklar1 Kontrol

1 Hastadan 3 veya 4 ml sodyum sitratli tiplere kan alinir.

2 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek plazmas: ayrilir.

3 iki adet cam tiip alinarak hasta ve kontrol olarak etiketlenir ve 379C’deki

benmariye alinir.

4 Kontrol ve hasta plazmalarindan 50’ser mikro litre alinarak tiiplere aktarilir.

5 50’ser mikro litre plazma aktarilmis hasta ve kontrol tiiplerine tromboplastin
eklenir.

6 Kontrol tiipiine 100 mikro litre CaCI, ilave edilir edilmez kronometre

calistirilir. Hasta tiptiine de 100 mikro litre CaCl; ilave edilir edilmez

kronometredeki saniye tutulur.

7 Tiipler benmaride 8-9 saniye karistirildiktan sonra disari ¢ikarilir. Fibrin

olustugu gozlendigi anda kronometre durdurulur ve okunan saniye raporlanir.

[e)

Normalde protrombin zamani 12-14 saniye arasindadir.

9 Bu testte PTZ kadar INR sonucu da énemlidir. Ozellikle doz ayarlamalarinda

INR’ye bakilarak karar verilir.

INR (International Normalized Ratio): Hasta protrombin zamaninin, normal kont-
rol plazma protrombin zamanina oranidir. Normal degeri 0.8 ila 1.1’e kadardir.

ONEMLI: Antikoagiilan ila¢ kullananlar i¢in INR degeri 2.0-3.0 arasinda olmali-
dir. Ayrica piht1 olusma riski yiiksek olan bazi hastalar i¢in, INR degeri 2.5-3.5

gibi ylksek degerlerde olmalidir.
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Uygulama: PTZ (Protrombin Zamani ) Ol¢me

Ogrenci Raporu:
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90 Bolim 11: Kanama Diyatezlerinde Kullanilan Testler

Uygulama: Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani/aPTT Olgme

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 Hastadan 3 veya 4 ml sodyum sitratli tiplere kan alinir.

2 2000 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek plazmasi ayrilir.

3 iki adet cam tiip alinarak hasta ve kontrol olarak etiketlenir ve 379C’deki

benmariye alinir.

4 Kontrol ve hasta plazmalarindan 50’ser mikro litre alinarak tiiplere aktarilir.

5 Hem hasta hem de kontrol tipiine 50 mikro litre sefalin konarak 3 dk dakika
beklenir.

6 Kontrol tiipiine 100 mikro litre CaClI, ilave edilir edilmez kronometre
caligtirilir.

7 Tipler benmariden 5 saniye sonra ¢ikarilir ve karistirilarak fibrin varligina

bakilir. Fibrinin olustugu an kronometre kapatilir. Okunan saniye raporlanir.

8 aPTT’nin normal aralig1 25-35 saniye arasindadir.
PT Sonucu | aPTT Sonucu Mevcut Muhtemel Durumlar
Uzamig Normal Karaciger hastaligi, K vitamini eksikligi,
taktor VII eksikligi ya da bozuklugu.
Normal Uzamis Faktor VIII, IX ya da XI eksikligi, lupus
anti-koagtilan varlig.
Uzamig Uzamis Faktor I, II, V ya da X eksikligi ya da

Von-Willebrand hastaligi, karaciger
hastaligi, yaygin damar igi pihtilasma.
Normal Normal Trombosit fonksiyon bozuklugu,
trombositopeni, Faktor XIII eksikligi.

Tablo 5: Kanama bozukluklarinda hastalarda PT ve aPTT testlerinin yorumlanmasa.
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Uygulama: Aktive Parsiyel Tromboplastin Zamani / aPTT Ol¢me

Ogrenci Raporu:
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ERITROSIT SEDIMENTASYON HIZI (ESR)

Sedimentasyonun Tanimi

Antikoagitilanli bir tiipe alinan kan, bir stire bekletildikten sonra yercekiminin de
etkisiyle ¢okmeye baslar. Eritrositlerin yarim saat ya da bir saatte yer¢ekiminin
etkisiyle olusan ¢okme hizlarina Eritrosit Sedimentasyon Hizi (ESR= Eritrosit Sedi-
mentasyon Orani) denir. ESR, eritrositlere, plazmaya ya da mekanik etkilere bagh
olarak degisebilir. Ayrica ESR 3 safhada meydana gelir (T. C. MEB, Saglik Hizmetleri,
2011c¢):

* Kiimelesme Evresi: Bu asamada eritrositler ilk dakikalar i¢inde bir araya
gelerek kiimelesme goruintur ve bu evrede ¢okme yavastir. Bu evre ilk yarim

saatlik cokme hizini verir.

» Agliitinasyon Evresi: Bu asamada kiimelesmis eritrositler hizla agliitinasyon
olusturmaya baslarlar. Aglutinasyon ne kadar biiyuikse ¢okme hiz1 o kadar
hizli olacaktir. Bu evre 1 saatlik ¢cokme hizini verir. Klinik olarak anlamli olan

bu evredir.

* Sikisma Evresi: Agliitine olmus eritrositler tiipiin dibinde toplanir, dolayi-

styla bu evrede ¢cokme hizi en yavastir.

ESR’yi Etkileyen Faktorler
Eritrositlerle ilgili Faktorler

* Eritrositlerin agir ve biiyiik olmasi 6nemli bir etkendir. Dolayisiyla makrositik
eritrositler daha hizli ¢okme egilimindedir ve ESR’yi artirir.

* Plazmada artan protein yogunlugu eritrositlerin rulo formuna gelmesine
neden olur. Bu durum eritrositlerin gruplar halinde ¢okmesine ve ESR’nin

artmasina sebep olur.
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* Eritrositlerin morfolojilerine bagli anemiler ya da diger agir anemilerde erit-
rosit yogunlugu kanda azaldigindan kolayca dibe ¢okerler ve bu da sedimen-

tasyon hizini arttirir.

* Pihtiiceren tipten sedimentasyon hizi yalanci bir yukseklige sebep olacagin-
dan pihtili kandan ESR ¢alisilmamalidir.

Plazmayla flgili Faktérler

Plazma proteinlerinin gesitli sebeplerden dolay1 artmasi, eritrositlerin kolayca rulo
formuna ge¢mesine sebep olacagindan bu durumda plazmada artan protein yogun-
lugu ESR’yi yuikseltecektir.

ESR, plazma proteinlerinden fibrinojenden, alfa-2, beta-1 ve gamma globulin
proteinlerinin plazmadaki diizeylerinden etkilenir. Fibrinojenin azalmasi ya da
olmamasi1 ESR hizini arttirir. Eritrositlerin birbirlerinden ayr1 durmalarini saglayan
zeta potansiyeli plazmada protein yogunlugundan etkilenir ve bu potansiyel bozul-
dugunda eritrositler birbirlerine yaklasmaya baslar. Rulo formuna gelen eritrositler
daha kolay ¢okme egilimindedirler.

Mekanik Olarak Etkileyen Faktorler

* ESR i¢in en ideal sicaklik, 220C-279C arasindaki oda sicakligidir. 220C’nin
altinda ESR diiser, 27°C’nin iistiinde ise ESR yiikselir.

* Sedimantasyon pipeti, kullanilirken sedimentasyon sehpasina dik olacak se-
kilde yerlestirilmelidir. Aksi halde ESR degerleri yukselir.

* Kullanilan antikoagulan maddenin miktari olmasi gerekenden fazla ise ESR

degeri yuksek bulunur.

* Sedimentasyon icin alinan kanlar fazla bekletilmemelidir. Cok bekletilmis

kanin ESR degeri duisuk ¢ikar.

* Sedimentasyon tiplinin hacminin 2 mm’den az olmas1 da sedimentasyon

hizini azaltir.
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94 Bolim 12: Eritrosit Sedimentasyon Hizi (ESR)

Uygulama: Westergreen Yontemi ile ESR Tayini

Amag

Westerngreen yontemiyle ESR’yi 6l¢mek (Resim 26).

Prensip

Venoz olarak alinan kanin belli oranlarda antikoagiilan bir madde ile karisip bir
sehpa yardimiyla dik bir vaziyette 1 saat sureyle bekletilmesiyle ol¢uilen eritrositle-
rin ¢okme hizini mm cinsinden tespit etmeye yarayan bir testtir.

Arag - Geregler

* 2,5 mm ¢ap1 ve 30 cm uzunlugu olan ve 200 mm’ye kadar isaretli Westergreen
pipeti,

* Westergreen sehpasi,
* Enjektor (5 cc’lik),
e Kan alma tupu (EDTA, Sitrat),

* Westergreen kan tupleri (2 ml’lik).

Uygulama: Westergreen Metoduyla Sedimentasyon Tayini

Uygulama Basamaklar1 Kontrol

1 Westerngreen sehpasina 2 ml’lik kan tiipleri yerlestirilir.

2 Venoz kan vakumlu antikoagiilanl: tiiplere alinir.

3 Tipteki kan antikoagitilan madde ile karismasi igin birkag kez alt iist edilerek
karigtirilir.

4 Kan tiipiinden 2 ml kan sehpaya yerlestirilmis 2 ml’lik tiiplere hasta sirasina

gore aktarilir.

5 Westerngreen pipetleri sehpadaki tuiplerin i¢ine daldirilarak 200 mm noktasina

kadar kan dolmasi saglanir. Pipetlerin dik oldugundan emin olunur.

6 Kronometre 30 dk ve 60 dk i¢in ayarlanir.

~N

Ayarlanan siirelerin sonunda plazma ile eritrositlerin kesistigi nokta ESR degeri
olarak raporlanir.
Ornegin:

® 30dk: 2 mm,

® 60 dk: 4 mm gibi.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 95

Resim 26: Westergreen Sedimentasyon Yontemi

Degerlendirme

Degerlendirmede ESR’yi etkileyen olasi etkenler saf dis1 birakildiktan sonra normal
deger araliklarina gore degerlendirme yapilir. Bu degerlendirmede yaslilarin sedi-
mentasyon hizlari biraz daha yiiksek ¢ikar. Ayni seklide, kadinlarin sedimentasyon
hizlar1 erkeklere gore biraz daha fazladir. Yeni doganlarda ise ESR dustiktiir.

Sedimentasyon Referans Degerleri

* Yeni dogan: 0-2 mm/h,

Eriskin erkek: 6-15 mm/h,

Erigskin kadin: 11-20 mm/h,
* 50 yas ustu erkek: 20 mm/h,

* 50 yas ustu kadin: 30 mm/h.

ESR’nin Azaldig1 ve Arttig1 Haller

* ESR basta enfeksiyon hastaliklarinda, malign tiimorlerde, bag dokusu harabi-
yetlerinde, gebelikte, antikor titresi arttiginda, hipotirodi ve kalp krizlerinde
artis gosterir.

* ESR, polisitemi, viral enfeksiyonlar, kalp yetmezligi ve talasemi gibi hastalik-
larda ise azalma gosterir.
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96 Bolum 12: Eritrosit Sedimentasyon Hiz1 (ESR)

Uygulama: Westerngreen Yontemiyle ESR Tayini

Ogrenci Raporu:
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CROSS MATCH (CAPRAZ KARSILASTIRMA)

Cross Match denilen “Capraz karsilastirma testi” uygunluk testleri olarak adlandiri-
lir ve bu testlerde antijen ve antikor etkilesimleri tayin edilir. Bu testler oncelikli
olarak kan transfizyonlarinda hasta ve donor arasindaki kan uyumunun ne de-
recede oldugunu saptamaya yarayan testlerdir. Transfiizyon aninda olusabilecek
komplikasyonlar1 onlemek amaciyla onceden bu testin yapilmasi sarttir. Cross
Match testi hastanin ve donoriin kan gruplarinin birbirine uymas: durumunda
yapilir. Kan uyumu olmayan hasta ve donor arasinda ¢apraz karsilastirma yapilmaz.
Cross Match, Major ve Minor olmak tizere iki asamada yapilmalidir. Cross Match
sonucu negatif ¢ikan bir test, “Donor ile hasta kanlar1 uyumludur,” demektir ve
kan transfiizyonu igin bir engel yoktur. Sonug pozitif ise hasta ile donor kanlar:
uyumsuzdur ve transfiizyon katiyen yapilmamalidir (Turk Hematoloji Dernegi,
2017)(Resim 27).

Cross Match Testinin Amaci

* Kan grubunun belirlenmesinin ardindan antikor taramasinin yapilmasi sure-
tiyle ABO uyumunun son kez test edilmesi.

» Etiketlemede ve kayitlarda verici veya alicinin kimlik bilgilerinin kontrol
edilmesi.

* Hasta ya da alic1 serumunda, donorin eritrositlerine karsi olusmus bir antiko-
run arastirilmasi (major crossmatch).

* Donoriin serumunda alicinin eritrositlere kars1 gelismis bir antikorun varlig1-

nin aragtirilmasi (minor crossmatch).

Major ve Minor Cross Match Testleri

Major Cross Match Testi

Cross Match testinin temeli, major cross match testidir. Hasta serumu ya da plazmas:
ile donoriin eritrositleri karistirilir ve izerine Coomb’s serumunun ilave edilmesiyle
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98 Bolum 13: Cross Match (Capraz Karsilagtirma)

donoriin eritrositlerine karsi alicida antikor olup olmadig: tespit edilmis olur.

Major Cross Match= Hasta plazmasi + Donor eritrositi + Coomb’s serumu

Minor Cross Match Testi

Cross Match testinin 2. asamasidir. Major testin tersidir. Burada, donorin plazma-
sinda alicinin eritrositlerine kars: tiretilmis olabilen antikorlar arastirilir.

Minor Cross Match= Hasta eritrositi + Donor plazmasi + Coomb’s serumu

Cross Match Testi Yapilirken Dikkat Edilmesi Gereken Hu-

suslar

* Alic1 ya da hastaya ve donore ait tupler ve siispansiyonlar etiketlenmeli ve
karismamasina dikkat edilmelidir.

* Coomb’s serumu ile calisilan testlerde serumdan gelebilecek diger antikorlarin
kontaminasyonunu onlemek icin eritrositler bol SF ile yikanmalidir. Yikanmais

eritrositlerden eritrosit sispansiyonu hazirlanmalidir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 99

Uygulama: Major ve Minor Cross Match Testleri

Amag
Major ve Minor Cross Match testinin yapilisini 6grenmek ve prensibini kavrayabil-
mek.
Arag - Gerecler
* Santrifij,
e Etuv,
* Cam tupler,
* Hasta plazmasi (major) ve donor plazmasi (mindr),
* SF (serum fizyolojik),
* Dondr eritrosit stispansiyonu (major) ve hasta eritrosit stispansiyonu (minor),

¢ Coomb’s serumu,

Suiphelenilen sonuglarin mikroskopta degerlendirilmesi gerekir.

Uygulama Basamaklar1 Kontrol ‘
1 Hasta (alic1) ve dondr eritrositleri yikanarak %5’lik ES hazirlanir (1 ml SF + 50

mikro litre eritrosit). Tiipe, %5’lik vericinin eritrosit siispansiyonundan 1 damla

konur.
2 Cam tiipler etiketlenir (HP-DES, DP-HES, Major ve Minor olarak). Hasta ve

donériin plazmalari ayrilir. ES’ler de hazirlandiktan sonra major teste gegilir.

3 Major yazan tiipe alicinin plazmasindan 2 damla konur, tizerine donor eritrosit

suspansiyonundan da 2 damla ilave edilir.

4 Minor yazan tiipe ise donér plazmasindan 2 damla, hasta eritrosit

siispansiyonundan da 2 damla konur.

5 Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir ve 1000 rpm’de 1 dakika cevrilir.

6 Santrufiij sonrasinda dipte agliitinasyon olup olmadigina bakilir. Agliitinasyon
varsa sonug pozitif olarak raporlanir fakat agliitinayon yoksa 1 damla Coomb’s
serumu ilave edilir.

7 Etiivde 379C’de 30 dakika inkiibe edilir.

8 Inkiibasyon sonras1 1000 rpm’de 1 dakika santrifij edilir. Tiip hafifce
karistirildiktan sonra agliitinasyon varligina bakilir. Daha kesin bir sonug i¢in
mikroskopta bakilmalidir.

9 Mikroskopta agliitinasyon goriiniiyorsa sonug pozitif olarak raporlanir ve

“Cross Match uygun degil,” seklinde yorumlanir. Ancak herhangi bir

agliitinasyon goriinmuyor ve eritrositler ayr1 ayri ise sonug negatif olarak

raporlanir ve “Cross Match uygundur,” denir.
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Resim 27: Jel Santrifiigasyon Yéntemi ile Cross Match Testi
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 101

Uygulama: Major ve Minor Cross Macth Testleri

Ogrenci Raporu:
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102 Bolum 13: Cross Match (Capraz Karsilagtirma)

Uygulama: Acil Cross Match Testi

Acil Cross Match rutin bir test degildir ve ancak ¢ok acil durumlarda yapailabilir. Bu
testte alic1 serumu donorun eritrositleriyle karistirilarak hemen santrifij edilir ve
aglutinasyon varlig1 bakimindan degerlendirilir.

Arag - Geregler
* Santrifij,
e Etuv,
e Cam tupler,
¢ Alict serumu,

¢ Coomb’s serumu.

Uygulama Basamaklar: Kontrol

1 Her dondr i¢in bir tiip hazirlanir.
2 Hazirlanan her tiipe 2 damla alic1 (hasta) serumu konur.
3 %5’lik olarak hazirlanan donér eritrosit siispansiyonlarindan 2 damla ait

olduklari tiiplerde alic1 serumlar: tizerine eklenir.

o~

Tipler 1000 rpm’de 1 dk santrifiijlenir.

(€]

Sonuglar aglitinasyonun varligina gore degerlendirilir.
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Hematoloji Laboratuvar: Uygulama Kitab: 103

Uygulama: Acil Cross Match ve Jel Santrifiigasyon Yontemi ile Cross
Match Testi

Ogrenci Raporu:
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