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Laboratuvar Kurulu




ONSOz

Sevgili Ogrenciler,

Fizyoloji, canli organizmalarin islevlerini, hiicre seviyesinden baslayarak tiim organ sistemlerine
kadar olan fizyolojik suregleri inceleyen ve bu stireglerin nasil diizenlendigini arastiran bir bilim
dalidir. Bu nedenle, laboratuvar ¢alismalari fizyolojik kavramlarin kavranmasi ve pratik
becerilerin gelistirilmesi agisindan buyuk bir 5nem tasimaktadir. Bu laboratuvar kilavuzu,
fizyoloji alanindaki temel deneylerin, uygulamalarin ve laboratuvar prensiplerinin anlagilmasini
ve etkin bir sekilde uygulanmasini desteklemek amaciyla hazirlanmistir.

Laboratuvar derslerimizde, sinir iletim mekanizmalari, duyusal algilamalar ve kardiyovaskuler
sistemin fizyolojik 6zellikleri gibi temel fizyolojik deneyleri i¢ceren bir program uygulanacaktir. Bu
kilavuzda, laboratuvar glivenligi ve uyulmasi gereken kurallar, kullanilan cihazlar, deneylerin
teorik aciklamalari ve adim adim uygulama surecleri ayrintili olarak sunulmustur. Bu bilgiler,
laboratuvar ¢calismalarinizi daha bilingli, verimli ve glivenli bir bicimde ylritmenize yardimci
olacaktir.

Laboratuvarda dizenli, dikkatli ve titiz bir sekilde calismaniz gerekmektedir. Her deneyin
sonunda, bilimsel yaklasimla elde edilen verilerin analiz edilmesi ve objektif bir degerlendirme
yapilmasi beklenmektedir. Bu suregte kazanacaginiz bilgi birikimi ve gelistireceginiz beceriler,
sizleri gelecekte nitelikli saglik profesyonelleri olma yolunda ileriye tagiyacaktir.

Bu kilavuzun, fizyoloji laboratuvar calismalarinizda sizlere rehberlik etmesi ve fizyoloji alanina
olan ilginizi pekistirmesi temenni edilmektedir. Bilimin i1s1ginda ilerlemenizi dileriz.

Basar dileklerimizle.

Istinye Tip Fakiiltesi

Fizyoloji Ana Bilim Dali
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OGRENIM CIKTILARI ve DEGERLENDIRME YONTEMI

DEGERLENDIRME

KURUL ADI DENEYIN ADI OGRENIM CIKTISI B —

CSS, AUS*, BD*

Hematokrit nedir, etki eden faktorler nelerdir, nasil tayin
edilir, avantajlari nelerdir bilir.

Sedimantasyon nedir, etki eden faktorler nelerdir, nasil | CSS, AUS*, BD*
Kan Grubu, tayin edilir bilir, degerlendirmesini yapabilir ve
Sedimentasyon, yorumlayabilir.

Hematokrit Kan gruplarini bilir, spesifik antijen-antikorlarini bilir, Rh | €SS, AUS*, BD*
antijenini tanimlar 6zelliklerini bilir, kan grubu
determinasyonunun nasil yapildigini bilir ve uygular,

sonuclarini okur ve yorumlar.
CSS: Coktan Segmeli Sinav, AUS: Agik Uglu Soru, BD: Bosluk Doldurma
*Mazeret sinavlarinda uygulanilir

Mikroorganizma,
Kan immiin
Sistem Kurulu
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LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Laboratuvarda sessiz galisilmali ve ¢alisma tezgahinin Gzerine esya konulmamalidir.
Laboratuvara 6nlikle gelinmeli ve laboratuvar suresince onluk gikarilmamalidir. Calisma
sirasinda onluk ilikli olmali, saglar her zaman toplu halde tutulmalidir.

Her 68renci, kendisine ayrilan alani ve malzemeleri kullanmalidir.

Calismanin sonunda her 68renci, kullandigl malzemeleri temizleyip gorevlilere temiz ve
dudzenli bir sekilde teslim etmelidir.

Laboratuvarda kimyasal maddelere dokunulmamali, koklanmamali ve tadina
bakilmamalidir.

Deneylerde mumkun oldugunca az madde kullanilmali ve madde israfindan
kacinilmalidir. Stok siselerinden gerektigi kadar madde alinmali; artanlar stok sisesine
geri konulmamaldir.

Calismalarda kirli malzeme kullanilmamaldir.

Ucucu, yanici ve patlayici (eter, alkol, kloroform vb.) maddelerin siseleri kapali tutulmali;
yakinlarinda gakmak, kibrit gibi yakici maddeler bulundurulmamalidir.

Cozelti hazirlaniyorsa uygun kosullarda saklanmali; reaktiflerin Gzerlerine adi,
hazirlayanin adi, hazirlanma tarihi ve varsa son kullanma tarihi yazilmalidir. Son
kullanma tarihi gegmis reaktifler kullanilmamalidir.

Saf su yerine kesinlikle musluk suyu kullanilmamalidir.

Kimyasal bir maddeyle, 6zellikle asit ve alkalilerle temas durumunda, temas bdlgesi bol
su ile yikanmali ve derhalilgililere haber verilmelidir.

Her calismadan sonra eller sabunla yikanmalidir.

Kullanimi bilinmeyen cihazlar kullanilmamalidir.

Calisma bitince her grup, aldigi malzemeleri saglam ve temiz bir sekilde teslim etmelidir.
Gorevliden izin ainmadan laboratuvar terk edilmemelidir.

Her laboratuvar calismasi sonunda yoklama kagidi imzalanmalidir.

Bu deneyde kirilabilir cam malzemeler kullanilmaktadir. Malzeme kirildiginda, toplamaya

calisilmamali ve hemen deney sorumlusuna haber verilmelidir.



SANAL LABORATUVAR BiLGILENDIRMESI

Tdm deneyler sanal ortamda da yer almakta olup, yil boyunca erisime acik olacaktir.



1.

MiKROORGANIZMA, KAN-IMMUN SISTEM KURULU

Kan Grubu, Sedimentasyon, Hematokrit

LABORATUVAR: ANK-215

OGRENIM CIKTISI

Hematokrit nedir, etki eden faktorler nelerdir, nasil tayin edilir, avantajlari nelerdir bilir.

Sedimantasyon nedir, etki eden faktorler nelerdir, nasil tayin edilir bilir, degerlendirmesini

yapabilir ve yorumlayabilir.

Kan gruplarini bilir, spesifik antijen-antikorlarini bilir, Rh antijenini tanimlar 6zelliklerini bilir,
kan grubu determinasyonunun nasil yapildigini bilir ve uygular, sonuglarini okur ve

yorumlar.

Kan Alinmasi

TEORIK BiLGi

Kapiller kan, az miktarda kan ornegine ihtiya¢ duyulan deneyler icin alinir. Bu deneylerden

bazilari sunlardir:

Hematokrit degerinin saptanmasi

Hemoglobin élcimu

Eritrosit/lokosit sayimi

Periferik yayma

Kan grubu tayini

Pihtilagsma ve kanama zamani tayini

Kan glikozu, Ure, bilirubin, pH ve benzeri testlerde

Yeni doganlarda neonatal tarama testlerini yapmak icin

Kapiller kan bebeklerde topuk veya ayak bagparmagindan erigkinlerde ise elin 3. veya 4. parmak

ucundan alinir.

Kapiller kan alinirken bolgeye asir basing uygulanmamalidir. Asiri basing, doku sivisinin kana

gecmesine neden olur. Bu durum analiz sonuglarinin dogrulugunu etkiler.




Arac ve gerecler:
e %70 Izopropil Alkol,
e Pamuk,
e Steril lanset.
Deneyin yapiligi
1. Kan alinacak bolge alkollu pamuk ile temizlenir. Alkoliin tamamen buharlagmasi beklenir.

Lanset ucuna dokunulmadan steril bir sekilde acilir (Sekil A.1-2-3).

2. Alkol kuruduktan sonra steril lansetle parmak ucu delinir. Delinecek bolgenin renginin normal
ve saglikli olmasi, yarali, ddemli, inflamasyonlu bir alan olmamasi gerekir.
3. Lansetile parmak ucu delinirken; lanset parmaga dik bir sekilde tutulup, bilek hareketiyle tek

bir hamlede vurus yapiltmaldir (Sekil 1B).

4. Lanset ile parmak ucu delindikten sonra, kan alinmasini kolaylastiracak ve yer ¢ekiminden

yararlanilacak sekilde parmak ucu asagiya dogru tutulmaudir. (Sekil 1C).
5. ilk damla doku sivisi ya da pargalari igerdigi igin ilk damla silinmelidir.

6. Parmak ucunu ¢ok fazla sivazlamaktan kacinin c¢unki bu kana doku sivisinin (plazma)

karismasina neden olur ve hatta hemoliz olasiligini arttirir.

7. Kan alma prosediirini tamamladik sonra, kanamayl durdurmak icin kan alinan bolgeye

basing uygulanir.

Sekil 1. Kapiller kan alma



Uygulama sirasinda karsilasabilecegimiz problemler
e Kapiller kan alinirken lansetin tek bir hamlede bilek hareketi ile (yeterli glicte) temas

ettirilmemesi neticesinde az hacimde kan gelmesi.



Hematokrit Degerinin Saptanmasi

TEORIK BILGI

Hematokrit, kanin sekilli elemanlarinin tum kan hacmine oranini ifade etmektedir. Saptanmasi
temel olarak, pihtilasmasi 6nlenen kanda, santrifij ile kanin sekilli elemanlarinin kan
plazmasindan ¢okturtilerek ayrilmasi esasina dayanir. Coken sekilli elemanlarin hacminin, tim
kan hacmine orani ylzde (%) olarak bize hematokrit degerini verir. Bununla birlikte, ¢coken
elemanlarin iginde, lokosit ve trombositlerin miktari, eritrositlere nazaran ihmal edilebilecek
dizeyde oldugundan, hematokrit degerini eritrosit hacminin, tum kan hacmine orani olarak da
tanimlanabilir. Hematokrit degerleri, mikrohematokrit metodu ile tayin edilebilmektedir.

Saglikli bir erigkinde hematokrit degeri,

e Erkeklericin %475

e Kadinlariginise %425

Hematokrit normal degerleri, yas ve cinsiyete bagli olarak degisir. Ayrica deniz seviyesinden
yuksek bolgelerde yasayanlarda hematokrit daha yuksektir. Anormal olarak digik hematokrit
degerine sahip kisilerin anemik oldugu dusunulir. Diger bir deyisle, anemi anormal olarak
hematokrit seviyesi gosterir, ancak polisitemide anormal ylksek hematokrit seviyesi mevcuttur.
Ayni sekilde, eger viicut dlisuk oksijen seviyesini algilarsa, kirmizi kan hiicrelerinin sayisi 6zellikle
akciger ya da kalp hastaliklarinda kandaki oksijen seviyesini arttirmaya yonelik olarak artar.

Dehidratasyon ve yanik durumlarinda plazma hacmi azalacagi icin rolatif olarak hematokrit
deger yuksek cikar. Yine kan kayiplarindan sonra kanin sivi kismi eritrositlere nazaran daha ¢cabuk
bir stirede telafi edilecegi icin hematokrit deger dusuk cikabilir. Ancak aslinda, hematokrit degeri

normalden daha disuk olabilir.

Arac ve geregler:
e Heparinize kapiller tip (1x70 mm),
e Macun (veya ispirto ocagl),
e Mikrohematokrit santrifiiju,

e Hematokrit okuma cihazi veya karti,
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e Lanset,
e %70 izopropil alkol,
o Pamuk (Sekil 1A).

Deneyin yapiligi

1. Alkollu pamukla parmak ucu temizlenir

2. Parmak ucu lanset ile delindikten sonra heparinize kapiller tupln renkli ucu yere yatay
tutularak parmak ucundaki kan damlasina degdirilir. Kan, kapiller tlpe kapiller etki ile dolacaktir.
Tapiln 2/3 ‘U ya da 34’0 dolacak ve kapiller tipin ayni ucu macunla kapatilir (ya da kapiller tipun
ucu ates ile isitilarak kapatilir).Kapiller tlip, mikrosantrifij cihazinin tablosundaki oluga macunla
kapatilmis ucu disari gelecek sekilde yerlestirilir. Dengeli olmasi bakimindan karsisindaki oluga
baska bir hastadan alinan kan ornegi yerlestirilir. Hangi oluga hangi kanin yerlestirildigi not

edilmelidir (Sekil 1D).

3. Tupler hematokrit santrifljline konularak 10.000 devir/dk hizla 5 dk s(ire ile santrifij edilerek

sekilli elemanlar ¢coktiruldr.

4. Santriflij sonunda, hematokrit pipetinde ¢ bolim meydana gelir. En altta, eritrositler koyu
kirmizi bant olustururlar. Onun lzerinde ¢ok ince olarak, bulutsu bir tabaka halinde lokosit ve

trombositler bulunur. En Ustte ise saydam plazma bulunur.

5. Plazmanin st noktasi 100, eritrosit tabakasinin alt noktasi da sifir alinarak, eritrositlerin bittigi

yere bakilarak deger hesaplanir (Sekil 1E).
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Sekil 1. Hematokrit degerinin saptanmasi

Uygulama sirasinda karsilasabilecegimiz problemler
o Kapillere tlipe kan alinirken tlp icerisine hava kabarciklarinin girmesi.
e Macunla tlpuln bir ucu iyi kapatilmazsa santriflij edilirken kanin disari cikmasi.

e Santriflij cihazina tuplerin simetrik yerlestirilmemesi sonucu tlplerin kirilmasi.

12



Eritrosit Sedimentasyon Hizi (ESR)

TEORIK BILGI

Antikoagulan madde kullanilarak pihtilasmasi engellenmis kanda, eritrositlerin zamanla dibe
¢o6kmesi durumuna sedimentasyon denir. Bu ¢dkme hizina sedimentasyon hizi denir.
Sedimentasyon hizi milimetre/saat (mm/saat) olarak ifade edilir.

Eritrositlerin sedimentasyon hizi, basta enfeksiyon hastaliklari olmak Uzere romatolojik
hastaliklar, otoimmun hastaliklar, kanser vb. hastaliklarda artis gosterebilir. Bu hastaliklarin

teshis ve takibinde ESR, bilgi vermesi acgisindan son derece 6nemli hematolojik bir parametredir.

Eritrositlerin sedimentasyon hizini ¢esitli faktorler etkiler. Bu faktorler, eritrositlere, plazmaya,

mekanik veya teknik nedenlere bagli olabilir.

Eritrositlere bagli faktorler

e Eritrositin blyukligu ve agirligina (makrosit) bagli olarak ESR artar.

e Megaloblastik anemi, makrositik bir anemi olmasina ragmen ESR azalir.

e Eritrositlerde rulo formasyonunun olustugu durumlar (myelom, kronik karaciger
hastaliklari, makroglobulinemi), ESR’yi artirir.

e Eritrosit konsantrasyonu anemilerde azalir ve ESR artar.

Plazmaya bagli faktorler

e Plazma proteinlerinden fibrinojen, al-globulin ve a2-globulinin arttigi durumlar,

eritrositlerde agregasyonu hizlandirarak ESR’yi arttirirlar.

Mekanik ve teknik faktorler

e Oda sicakliginin fazla olmasi ESR’yi arttirir

e Sedimentasyon pipetinin egimli olmasi ESR’yi arttirir

e Kanin bir saatten fazla bekletilmesi ESR’yi yavaslatir

e Kanda antikoagulanin fazla olmasi ESR’yi yavaslatir

e Tiip capinin 2 mm’den az olmasi ESR’yi yavaslatir
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ESR’nin normal degerleri

Kadin 20 mm/saat
Erkek 15 mm/saat
Cocuk 10 mm/saat

W Megaloblastik Anemi
Tuberkiiloz Akut kalp yetmezligi
Akut romatizmal ates Polisitemiler
Akut ve kronik infeksiyonlar AlbUmin artigi
Malign hastaliklar Herediter sferositoz
Bobrek yetmezliginin ileri safhasi

Arag ve geregler:
e Enjektor (2-5 ML),
e  %3.8'lik Sodyum Sitrat Cozeltisi,
e Sedimentasyon tupu ve pipetleri (Westergren),
e Tip (13x100 Mm),

e Kronometre (Sekil 1A).

Deneyin yapiligi

1. Venoz kan alinir.

2. Damardan enjektor cikarildiktan sonra igerisinde 0,2 ml %3,8’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi
bulunan sedimentasyon tlpune kani hemolize etmeyecek sekilde tlpte isaretli olan cizgiye
kadar kan yavag yavas bosaltilir (Sekil 1B) (sodyum sitrat, kalsiyumu baglayarak kanin

pihtilasmasini engelleyen antikoagulan bir maddedir).

3. Tup calkalanarak sodyum sitrat ¢ozeltisi ile kanin iyice karismasi saglanir.
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4. Daha sonra tupe Westergreen pipeti (30 cm uzunlugunda olup 200 mm’ye kadar
isaretlenmigtir, ic ¢capi 2,5 mm’dir, 1 ml kan alir) dikkatli bir sekilde yerlestirilir. Kan tupun ‘0’
cizgisine kadar ulasmalidir(Sekil 1C-1,2,3).

5. Pipetin sedimentasyon tuptine yerlestirildigi andan itibaren kronometre baslatitr. 1/2, 1, 2, 24
saat sonunda kanin sekilli elemanlarinin ¢okme seviyeleri belirlenebilir. Genellikle 1 saat
sonundaki deger ESR degeri olarak kabul edilir. Bu deger, plazmanin kan hticreleriyle ayrildig

yerdir (Sekil 1D-E).
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Sekil 1. Eritrosit sedimentasyon hizinin tespiti

Uygulama sirasinda karsilasabilecegimiz problemler

e Pipetin icerisinde sodyum sitrat c¢ozeltisi bulunan tipe tam olarak
yerlestirilememesi.

o Pipet tupe yerlestirildikten sonra kanin pipetin Gst kismindaki O noktasina
ulagsmamasi.

o Pipetin tlpe sert bir sekilde batirilmasiyla kirilmasi.
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Kan Grubu Tayini

TEORIK BILGI

Kan grubu, kisinin eritrositleri ylzeyinde bulunan antijenlere (aglutinojenlere) bagli olarak tayin
edilir. Glikoprotein yapisindaki bu antijenlerde bulunan karbonhidrat, kan grubunun
belirlenmesinde esas bilesendir. Eritrositlerde bulunan aglitinojen ile serumda bulunan
antikorun (aglutinin) reaksiyona girmesi sonucu eritrosit kimelenmesi (aglutinasyon) gérulur. Bu
kimelenmenin olusup olusmamasina bakilarak kan grubu belirlenir. Kan gruplarinin

siniflandirilmasinda en ¢ok kullanilan sistem, 1900’de Landsteiner tarafindan kesfedilen ABO

sistemidir.
Eritrositlerdeki Serumdaki
Antijen Antikor
A A | Amt-B |  AAyada
AO
B B Anti-A BByada
BO
AB AB - AB
o) - Anti-A ve Anti- (o)
B
Aracg ve geregler:

e Anti A, Anti B, Anti Rh (Anti D) Test Serumlari
e Lanset

e %70 izopropil Alkol

e Pamuk
e Lam
Deneyin yapilisi

1. Temiz bir lamin Uzerine birbirleri ile temas etmeyecek sekilde 3 damla kapiller kan damlatilir.
2. Kandamlalarinin Uzerine sirasi ile Anti-A, Anti-B ve Anti-D damlatilir. Burada énemli olan,

hangi damlaya hangi antikorun damlatildiginin karistinlmamasidir (Sekil 1B-C).
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3. Antikorlar damlatildiktan sonra kan-antikor karigimi bir lamelin farkl koseleriyle iyice yayilarak
karistiriir. Bas ve isaret parmaklari ile lam tutularak, dairesel hareketlerle egdirilmek suretiyle
10-15 kez hareket ettirilir. Bu islemler sirasinda farkli damlalarin birbirleri ile temas etmemesine
6zen gosterilmelidir (Sekil 1D).

4. Aglitinasyon olup olmadigi kontrol edilir (Sekil 1E).

Sekil 1. Kan grubu tayini

Uygulama sirasinda karsilasilabilecegimiz problemler

e Anti-A, Anti-B, Anti-D serumlarinin calismamasi veya sirasinin karistirilmasi

o Kani kanigtirirken damlalarin birbirine temas etmesi
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Serumlarin geg etki etmesi

Kan damlasinin yeterli olmamasi ve/veya fazla beklemeden dolayi kanin pihtilasmasi
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