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Eritrosit- Lokosit sulandirma pipeti
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KAN GRUBU TAYINi

Bireylerin alyuvarlarinda (eritrositler) bulunan antijenler insanlarda farkli kan
gruplarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Kan transfiizyonu gerektiren durumlarda
(cerrahi operasyonlar, ciddi anemiler, yaralanma ya da kaza sonrasi kanamalar vb.) kan
transfiizyonu kaginilmazdir. insanlarda yapilacak transfiizyon dncesinde mutlaka kan grubu
tayini yapilmalidir. Acil durumlarda bireylerde bu durum hizli tedavi siirecinin olumsuz

etkilememesi adina 6nceden kan grubunun bilinmesi 6nem arz etmektedir.

Kan gruplarini belirleyen ana faktorler A ve B antijenleridir. Bu antijenlerin varligi ya
da yoklugu durumunda A, B ve 0 kan gruplart bu faktorlere bagli olarak meydana

gelmektedir. Rh antijeninde ise 6 gen bulunmasina ragmen en kuvvetli antijeni D’dir. D

antijeninin varhig1 ve yoklugu ise bireylerin negatif (-) ya da pozitif (+) kan grubuna sahip

olma durumlarinin belirlemektedir.

Kan Gruplan Antijen Antikor
A kan grubu A antijeni B antikoru
B kan grubu B antijeni A antikoru

AB kan grubu AB antijeni Yok
0 kan grubu Yok AB antikoru

Kan Gruplan Antijen Antikor

Rh pozitif D antijeni Yok
Rh negatif Yok D antikoru
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Amac: Test serumlart kullanilarak agliitinasyon sonucuna gore kan gruplarinin tespit

edilmesi.

1.
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Uygulama:

Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk
b. Eldiven
c. Alkol
d. Lanset
e. Lam

f. Kan grubu serumlar1 (Anti A, Anti B ve Anti D)

Eller yikanir.

Islem agiklanur.

Eldivenler takilir.

Bireyin kullanmadigi elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin
gbllenmesinin saglanir.

Lansetin sivri ucu agag1 bakacak sekilde paketi agilir.

Bireyin parmag1 sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.
Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

[k ¢1kan kan kuru bir pamukla silinir.

10. Daha sonra parmak ucundaki kan lama ayr1 ayri ti¢ damla olacak sekilde damlatilir.

11. Bireyin parmak ucuna kuru pamuk birakilir.

12. Lamin {izerindeki kanlarin tizerine sirasi ile Anti A, Anti B ve Anti D serumlari

damlatilir.

13. Temiz bir lamin sivri kosesi ile yavas yavas serumlar ile kan karigtirilir.

14. Lam avug igerisine alinarak yavas yavas karistirilir.

15. A ve B gruplar i¢in yaklasik 3 dakika D i¢in ise yaklasik 1,5 dakika sonra reaksiyon

gozlemlenmeye baslanir.

16. Kiimelesmenin oldugu kisimlar pozitif, olmadigi kisimlar ise negatif olarak

degerlendirilir (Ornegin, Anti A ve Anti D serumunun damlatildigi kisimda

kiimelesme var ise bireyin kan grubu A Rh +’tir).
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17. Islem kaydedilir.
18. Islem sonrasinda lam delici kesici alet kutusuna atilir, islem uygulamasi sirasinda
bireyle temas eden her sey tibbi atia, bireyin viicut sivilari ile temas etmeyen diger

copler ise (enjektor paketi, lam paketi vs.) evsel atiga atilir.
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OSMOTIK FRAJILITE TESTI
(ERITROSIT MEMBRAN DIRENCININ OLCULMESI)

izotonik ¢ozeltiler: Plazma ile osmotik basinci esit olan ¢ozeltilerdir. Bu tiir ¢ozeltiler
igerisinde eritrositlerde herhangi bir degisim meydana gelmez.

Hipotonik c¢ozeltiler: Plazmaya gore osmotik basinci diisiik olan ¢ozeltiler. Bu tiir
cozeltilerde eritrositler hiicre igerisine su alarak sismeye baslar ve hemoliz olarak pargalanir.

Hipertonik cozeltiler: Plazmaya gore osmotik basinci yliksek olan ¢ozeltiler. Bu tiir

cozeltilerde eritrositler su kaybederek biiziistir.

Eritrositlerin normal yasam siireleri 120 giindiir. ATP tiretiminin azalmasindan dolay1
yaslandikga eritrositler membranlar1 direnglerini kaybederler boylece hipotonik ¢ozeltide cok
daha kolay hemoliz olurlar. Eritrositlerin membranlar1 bazi anemilerde de daha frajil olurlar

ve hipotonik ortamlarda hemen hemolize ugrarlar.

Amac: Ozellikle hemolitik anemilerin ayiric1 tamlarindan olan eritrositlerin membran

frajilitelerinin degerlendirilmesi.

Uygulama:

1. Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk

b. Eldiven

c. Alkol

d. Enjektor

e. Turnike

f. Deney tiipleri
g. %]1’lik NaCl
h. Distile su

i. Parafilm
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10.
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Deney tiipleri hazirlanir.

a. 1. Tap: 3 ml NaCl 7 ml Distile su

b. 2. Tiip: 4 ml NaCl 6 ml Distile su

c. 3. Tip: 4,5 ml NaCl 5,5 ml Distile su
d. 4. Tip: 5 ml NaCl 5 ml Distile su

e. 5. Tip: 5,5 ml NaCl 4,5 ml Distile su
f. 6. Tip: 6 ml NaCl 4 ml Distile su

g. 7. Tip: 6,5 ml NaCl 3,5 ml Distile su
h. 8. Tiip: 7 ml NaCl 3 ml Distile su

I. 9. Tip: 9 ml NaCl 1 ml Distile su

j. 10. Tip: 10 ml NaCl

k. 11. Tap: 10 ml Distile su

Eller yikanir.

Islem agiklanur.

Eldivenler takilir.

Bireyin uygun veni (6ncelikle kullanmadigi kolunun venleri) belirlenerek turnike
baglanir ve 2 cc kan alinir.

Igne ucu delici kesici alet kutusuna atilir.

Alman kan hemoliz olmayacak sekilde yavasca hazirlanan deney tiiplerine 2’ser
damla koyulur.

Kan koyulduktan sonra deney tiiplerinin agz1 parafilmle kapatilarak alt {ist edilir.
Tiim tiipler tamamlandiktan sonra tiiplerin arka kismina lizerinde yazi olan bir kagit
yerlestirilir.

. Yazilarin okundugu ve okunmadig1 deney tiipleri belirlenerek kaydedilir.

. Atiklar uygun sekilde ¢oplere atilir.

Hemoliz olan tiipler berraklasir ve yazilar okunmaya baslar hemolizin tamamlandigi

tiipte ise yazi ¢ok net bir bigimde okunur.
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ERITROSIT SEDIMENTASYON HIZI

Eritrositler antikoagiilanli ortamda bir siire sonra ayrilarak dibe c¢okerler ve
eritrositlerin bu ¢okme hizina sedimentasyon denir. Eritrositler bikonkav disk seklin olan
yapilardir. Eritrositlerin bliyiikligli ve agirlig1 sedimentasyon hizini etkilemektedir. Ayrica
anemiler, makrositler, plazmada fibrinojen miktarinin artmasma bagl olarak da
sedimentasyon hizi degismektedir. Bu deneyin yapilmasi sirasinda, oda sicakligi, deneyin
yapilacagi pipetlerin egimi ya da wuzun siireli beklemelerde sedimentasyon hizi

degisebilmektedir.

e Sedimentasyon hizi yasa, cinsiyete ve hastaliklara bagli olarak degiskenlik
gosterir.

e Kadinlarda 0-20 mm, erkeklerde 0-15 mm kadardir.
Amag: Eritrositlerin sedimentasyon hizinin belirlenmesi.

Uygulama:

1. Malzemeler hazirlanir.
a. Pamuk

Eldiven

c. Alkol

d. Enjektor

o

e. Turnike
f. Ependorf (Antikoagiilanli)
g. Westergreen set

2. Bireye islem acgiklanir.

3. Eller yikanur.

4. Eldivenler takilir.

10
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5. Bireyin uygun veni (0ncelikle kullanmadigi kolunun venleri) belirlenerek turnike
baglanir ve 2 cc kan alinur.

6. Kan alindiktan sonra igne ucu delici kesici alet kutusuna atilir.

7. Alman kan hemoliz olmayacak sekilde yavas¢a antikoagiilanli ependorflara
yerlestirilir.

8. Kan ependorflara yerlestirildikten sonra westergreen pipetlerinin {ist kismi kapatilip
basing uygulanarak kan 0 ml gelinceye kadar ittirilir.

9. 15 dk sonra westergreen setteki ¢okelme degerlendirilerek kaydedilir.

10. Atiklar uygun sekilde ¢oplere atilir.

11
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HEMOGLOBIN TAYINi

Viicudumuzda eritrositlerin igerisinde bulunan ve kana kirmizi rengini veren
hemoglobin, hem molekiilii ve 4 pirol halkasinin demir ile birlesir. Daha sonra polipeptid

olan globulinle baglanarak hemoglobin zincirini olusturur.

Hemoglobinde 4 Fe bulunmaktadir ve bdylece 4 O, molekiilii (8 oksijen atomu)
baglayabilmektedir. Oksijen seviyesinin yiiksek oldugu akcigerlerde hemoglobin ile oksijen
gevsek bir bag olusturarak baglanir. Viicutta oksijenin taginmasinda da hemoglobinin rolii
cok biytiktiir. Oksijenin tasinmast %97 oraninda hemoglobin ile gergeklesir. %3 ise

plazmada ¢ozilindir.

e Kadinlarda normal Hg degeri: 12-15 g/dl
e Erkeklerde normal Hg degeri: 14-17 g/dl

Amac: Kolorimetrik bir yontem olan Sahli hemoglobinometresi ile yapilan bu deney,

hemoglobin miktarinin birim hacim kandaki oranini belirlemek amaciyla yapilmaktadir.

Uygulama:

1. Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk
b. Eldiven
c. Alkol

d. Lanset

e. Hemoglobin pipeti

f. Sahli Hemoglobinometresi
g. %0,1 HCL

h. Distile su

2. Eller yikanur.
3. Islem aciklanur.

12
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10.
11.
12.
13.

14.

Sahli hemoglobinometresinin dereceli tiipiine % deger olan kisma 10 ¢izgisine kadar
HCL konulur.

Eldivenler takilir.

Bireyin kullanmadig1 elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin gollenmesi
saglanir.

Lansetin sivri ucu asag1 bakacak sekilde paketi agilir.

Bireyin parmagi sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.
Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

[k ¢1kan kan kuru bir pamukla silinir.

Hemoglobin pipeti ile 20 ¢izgisine kadar kan ¢ekilir.

Pipetin igerisindeki kan HCL bulunan dereceli deney tiipiine iiflenir.

Deney tiipiine damlalik ile distile su damlatilir ve Sahli hemoglobinometresinde
bulunan iki sabit standart gubugun rengine ulasincaya kadar islem devam eder. Ara
ara baget ile karistirilir. Sabit cam tiiplerle dereceli deney tiipiimiizde bulunan
cozeltimiz ayn1 rengi yakalayinca islem sonlandirilir.

Dereceli deney tiipiimiizde % degerin bulundugu dereceler disinda dl kandaki gram

cinsinden hemoglobin miktar1 okunur ve kaydedilir.

13
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HEMATOKRIT TAYINi

Hematokrit, kanin hiicresel elemanlarinin tim kana oranidir. Kanin pihtilagmasi
onlenerek santrifiij edilen kandan yapilan 6l¢iim sonrasi hematokrit tayini yapilmaktadir.
Hematokrit degerleri, Kansizlik, KOAH, rakim degisikligi kalp hastaliklar1 gibi nedenlerle
degisiklik gosterir.

e Kadinlarda normal HCT degeri: %35-45
e Erkeklerde normal HCT Hg degeri: %38-48

Amac: Kanin hiicresel elemanlarmin (klinik olarak eritrositlerin) tiim kana oraninin

belirlenmesidir.

Uygulama:

1. Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk

b. Eldiven

c. Alkol

d. Lanset

e. Hematokrit pipeti (Heparinli Kilcal Pipetler)
f. Hematokrit Santrifiij

g. Hematokrit Olgiim Cetveli

h. Distile su

Eller yikanir.

Islem aciklanur.

FEldivenler takilir.

o ~ N

Bireyin kullanmadigi elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin géllenmesi
saglanir.
6. Lansetin sivri ucu asagi bakacak sekilde paketi acilir.

7. Bireyin parmag1 sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.

14
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10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

17.

Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

Ik ¢ikan kan kuru bir pamukla silinir.

Hematokrit pipeti yatay tutularak parmak ucundan ¢ikan kan igerisine alinir.

Pipetin 3/4’ i kan ile doldurulur.

Pipetin kan alinan ug kismi kapatilir (camc1 macunu ya da yakilarak).

Santrifiij i¢in iki kilcal pipet hazirlanir (biri kan aldigimiz digeri bos bir kilcal pipet).
Kapatilan kisim disariya gelecek sekilde pipet yerlestirilir bos pipet ise onun
paralelinde yer alan bosluga birakilir.

10000 devirde 5 dakika siire ile santrifiij edilir.

Kilcal pipetin kapali olan ucu hematokrit 6l¢iim cetvelinde O(sifir) noktasina diger ug
kism1 100’ e denk gelecek sekilde yerlestirilir. Eritrositlerle plazma arasindaki deger
hematokrit degerini verir.

Bulunan deger kaydedilir.

15
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KANAMA ZAMANI TAYINI

Hemostaz, kanamanin durdurulmasi ve kan kaybinin Onlenmesidir. Kanamanin

durdurulmasi;
1- Vaskiiler spazm
2- Trombosit tika¢ olusumu
3- Piht1 olusumu
4- Fibroz dokunun igeri dogru biiyliyerek damarda meydana gelen hasarli bolgenin

tamamen kapatilmasi asamalarindan olugsmaktadir.

Damar biitiinligi bozulduktan sonra kanamanin baslamast ve kanamanin

kendiliginden durmasini kapsayan siireye kanama zamani denir.

o ~ N

Amag: Bu uygulamada amag¢ kanama zamaninin belirlenmesidir.
Uygulama:

Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk

b. Eldiven

c. Alkol

d. Lanset

e. Filtre kagidi

f. Kronometre

Eller yikanir.

Islem aciklanur.

Eldivenler takilir.

Bireyin kullanmadig1 elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin géllenmesi
saglanir.

Lansetin sivri ucu agag1 bakacak sekilde paketi agilir.

Bireyin parmagi sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.

Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

16
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9. Herhangi bir basing uygulanmadan filtre kagidi ile ¢ikan kan damlasi silinir.
10. Filtre kagidinda kan olmayincaya kadar islem devam eder.

11. Kronometre durdurulur.

12. islem kaydedilir.

17
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PIHTILASMA ZAMANI TAYINI

Damarin yirtilmasi ile pihtilagsma faktorlerinin devreye girdigi birtakim reaksiyonlar

meydana gelir. Kanamanin baglamasindan pihtinin (ilk fibrinin) olugsmasina kadar gegen siire

pihtilasma zamani olarak tanimlanir.

1.

o ~ wn
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Amag: Bu uygulamada amag pihtilagsma zamaninin belirlenmesidir.

Uygulama:

Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk
b. Eldiven
c. Alkol
d. Lanset
e. Lam

f. Kronometre

Eller yikanir.

Islem aciklanur.

Eldivenler takilir.

Bireyin kullanmadigi elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin géllenmesi
saglanir.

Lansetin sivri ucu agag1 bakacak sekilde paketi agilir.

Bireyin parmag sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.
Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

Kan damlasi lamin iizerine damlatilir.

10. Kronometre baglatilir.

11. Her 30 sn de bir yeni bir lanset ya da toplu igne ucu kan damlasi i¢ine dokundurulur.

12. iIk fibrinin goriildiigii an kronometre durdurulur.

13. Islem kaydedilir.

18
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PERIFERIK YAYMA

Periferik yayma, tiim kan hiicrelerinin mikroskop altinda incelenmesini saglayan bir

yontemdir. Uygun boyama teknikleri ile kan hiicrelerinin incelenmesine imkan saglar ve

hematolojik muayene i¢in 6nem arz eder. Kan hiicreleri gelisim siireci gdsteren yapilardir ve

saglikli bireylerde olgun kan hiicrelerinin, hastaliklarda ise anormal hiicre tiplerinin tespit

edilmesi periferik yayma ile gerceklesir.

Amag¢: Bu uygulamada amag periferik yayma ile preparatlarinin hazirlanmasini

saglamaktir.

o ~ w N
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Uygulama:

Malzemeler hazirlanir.

a.

o

C.
d.

e.

f.

g.

Pamuk
Eldiven
Alkol
Lanset

Lam

Wright boya ¢6zeltisi, tampon ¢ozelti

Immersiyon yag1

Eller yikanir.

Islem aciklanur.

FEldivenler takilir.

Bireyin kullanmadig: elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin géllenmesi

saglanir.

Lansetin sivri ucu agag1 bakacak sekilde paketi agilir.

Bireyin parmagi sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.

Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

Kan lamin tizerine damlatilir.

19
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10. Birinci lamin iizerine 30 derecelik ac1 ile ayr1 bir lam ¢ekilerek damlatilan kanin
birinci lamin iizerine esit sekilde dagitilmasi saglanir.

11. Lamin {izerindeki kan kurumaya birakilir.

12. Lam boyama i¢in ¢ubuk standin iizerine alinir.

13. Uygun boyama ¢ozeltisi damlatilir.

14. Bir dakika bekledikten sonra tampon ¢ozelti damlatilir.

15. Kuruduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelenir.

16. Sonuglar kaydedilir.

20
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THOMA LAMINDA ERITROSIT SAYIMI

Kan saymmi yapilmast i¢in kullanilan Thoma lami hemositometre olarak da
isimlendirilmektedir. Mikroskopta sayim alnindaki ¢izgilerde bulunan kan hiicrelerinin
oranlamasi ile viicutta bulunan eritrosit ve 16kosit sayilar1 hakkinda bilgi verir. Bu yontem
sadece kan hiicrelerinin degil mikroskobik boyuttaki her seyin sayilmasina imkan saglayan

bir yontemdir.

1 mm? kanda:
e Kadinlarda normal eritrosit sayisi: 4.700.000+£300.000
e Erkeklerde normal eritrosit sayisi: 5.200.000+300.000

Amag: Bu uygulamada amag eritrosit sayisinin belirlemektir.

Uygulama:

1. Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk

b. Eldiven

c. Alkol

d. Lanset

e. Thoma lami

f. Lamel

g. Eritrosit sulandirma pipeti
h. %0,9 NaCl

i. Mikroskop

2. Eller yikanur.
3. Islem agiklanr.
4. Eldivenler takilir.

21
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Bireyin kullanmadig1 elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin gollenmesi
saglanir.

Lansetin sivri ucu asag1 bakacak sekilde paketi agilir.

Bireyin parmag sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.
Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

Parmagin ucundaki kan damlasi eritrosit pipetinde 0,5 ¢izgisine kadar cekilir.

%0,9 NaCl ¢ozeltisi 101 ¢izgisine kadar ¢ekilerek kan ve NaCl yavas hareketlerle
karigtirilir.

Thoma laminda yer alan oluklara yavasg¢a karigim birakilir.

Lamel ile iizeri hava almayacak sekilde kapatilir.

Thoma lammin sayim alanindaki eritrositleri tespit etmek iizere mikroskopta
incelemeler yapilir.

Belirlenen kareler igerisinden asagida yer alan formiil ile hesaplama yapilarak
kandaki eritrosit sayis1 hesaplanir.

Sonug kaydedilir.

Eritrosit Sayimi

1. Alan 25

- L 2. Alan 22

! ] 1 Ll I mm 3. Alan 19

4, Alan 21

N i T N AT 5. Alan 23

v | | [ Toplam 110

Her bir kiiglik kare alani

1/20 mm X1/20 mm = 1/400 mm?
1/400 mm? X 1/10 = 1/4000 mm3
80 X 1/4000 mm?3 = 1/50 mm?
110 X 50 = 5500

5500 X 200 = 1100000

22
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THOMA LAMINDA LOKOSIT SAYIMI

o & N

© o N o

Thoma laminda eritrosit gibi 16kosit sayim1 da yapilmaktadir.

e 1 mm?3 kanda normal l6kesit sayisi: 4.000-10.000

Amag¢: Bu uygulamada amag 16kosit sayisinin belirlemektir.

Uygulama:

. Malzemeler hazirlanir.

a. Pamuk

b. Eldiven

c. Alkol

d. Lanset

e. Thoma lami

f. Lamel

g. Eritrosit sulandirma pipeti
h. Lokosit ¢ozeltisi

i. Mikroskop

Eller yikanur.

Islem aciklanur.

Eldivenler takilir.

Bireyin kullanmadig elinde uygun olan parmagina masaj yapilarak kanin géllenmesi
saglanir.

Lansetin sivri ucu asagi bakacak sekilde paketi agilir.

Bireyin parmag sabitlenerek parmak ucu alkollii pamuk ile tek seferde temizlenir.
Lanset ile parmak ucu delinir ve lanset delici kesici kutusuna atilir.

Parmagin ucundaki kan damlasi 16kosit sulandirma pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar

cekilir.
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10.

11.

12.
13.

14.
15.

Lokosit ¢ozeltisi 11 cizgisine kadar cekilerek kan ve ¢ozelti yavas hareketlerle
karigtirilir.
Thoma laminda yer alan oluklara yavasca karigim birakilir.

Lamel ile iizeri hava almayacak sekilde kapatilir.
Thoma lamimin sayim alanindaki Iokositleri tespit etmek {iizere mikroskopta

incelemeler yapilir.
Asagida yer alan formiil ile hesaplama yapilarak kandaki 16kosit sayis1 hesaplanir.

Sonug kaydedilir.

Lokosit sayimi:

1 mm?X1/10 mm = 1/10 mm?3

Saydigimiz lI6kosit sayisi 28 ise

1/ 10 mm? 28

1 mm3 X

X =280
20 kat diltsyon yapildigi icin
280 X 20= 5600 Lokosit
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NOTLAR
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NOTLAR
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NOTLAR
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