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      PAÜ. TIP  FAKÜLTESİ  DÖNEM I,  1. MODÜL  1
  LABORATUVAR  UYGULAMALARI   KILAVUZU
  Uygulamanın Adı: Bazı biyolojik örneklerin tanınması ve santrifüjleme
  Uygulama Sorumluları: 
  Uygulamanın Amacı:    Biyolojik örneklerden bazılarının (tam kan, serum, plazma, 24 saatlik idrar) tanınması ve santrifüj kullanma becerisinin kazanılması
  II.Genel Bilgiler:
Tam  Kan:  İçinde  hücresel  elemanları,  süspansiyon halinde proteinleri, enzimleri, iyonları ve çözünmüş halde çeşitli kimyasal bileşikleri içeren kandır. Tam kan hazırlamak için; hastadan alınan kan, pıhtılaşmayı engelleyen,  antikoagülan adı verilen
etilendiamintetraasetat (EDTA), oksalat heparin, sitrat gibi kimyasalları içeren tüpe konur.
Plazma: Tam kanın 3000 devirde 5-10 dakika santrifüjlenmesi sonucu üstte kalan berrak sıvıya plazma adı verilir. Pıhtılaşma olmadığı için fibrinojen içermektedir.
Serum: Antikoagülan ilave edilmemiş düz kanın, pıhtılaşma gerçekleştikten sonra
santrifüjlenmesi sonunda üstte kalan sıvıya serum adı verilir.  Pıhtılaşma sırasında tüketildiği için fibrinojen içermemektedir.
24 Saatlik İdrar: Böbrek fonksiyonlarının iyi belirlenebilmesi veya gün içi değişimler
Gösteren parametrelerin (hormon vb.) idrar ile atılan son ürünlerinin miktarlarının doğru olarak ölçülebilmesi için bazı testler 24 saatlik idrar örneğinde çalışılır. Sonuçlar 24 saatlik idrar kreatinin düzeyine oranlanarak verilir. İdrar,  koruyucu olarak hidroklorik asit, fenol vb. içeren idrar toplama kabında toplanır. Hastaya 1. gün sabah ilk idrarını atması, 2. gün sabah ilk idrarı da dahil olmak üzere yaptığı tüm idrarları toplaması söylenir.
Biyolojik örnek herhangi bir nedenle bekletilecek ise bekletme süresine ve incelenecek parametrenin niteliğine göre uygun koşullarda (+4 C, -20 C vb) saklanır. Uygun saklama şartları ilgili kaynaklarda belirtilmektedir.
Santrifüjleme: Klinik laboratuvarda santrifüjler pıhtılaşmış kanı veya kan hücrelerini serum veya plazmadan ayırmada ve diğer vücut sıvılarının (idrar vb) tortulu kısımlarının çöktürülmesinde kullanılır. Santrifüjün hızı rpm (revolution per minute = dakikada dönüş sayısı) ile belirtilir.,
III.Uygulama için Kullanılacak Malzemeler
1- Santrifüj
2- Baget
3- Otomatik pipet
4- Süpor
5- Eppendorf tüpü
6- İdrar toplama kabı
7- İdrar koruyucu kimyasal madde
8- Eldiven
9- Etiket
10- Mezür
11- Denge terazisi
IV. Uygulama Basmakları
Biyolojik bir materyalle çalışırken dikkat edilecek noktalar:
1.     Serum, kan vb. kesinlikle ağızla pipetlenmemeli, otomatik pipet kullanılmalıdır.
2. Laboratuvar bankolarına dökülen biyolojik materyal seyreltik hipoklorid (klorak) ile ıslatılmış pamukla silinmelidir.
3.
Kullanılan laboratuvar malzemeleri çalkalandıktan sonra seyreltik hipoklorid içinde
bekletilmelidir.

DURAK 1: Serum örneği hazırlanması:
1. Eldiven giyiniz.
2. Kanın bekletilmesi: Hastadan alınan kanı tüp içine boşalttıktan sonra 20-30 dk kadar pıhtılaşması için süporda bekletiniz.
3. Pıhtının cam çeperinden baget ile ayrılması: Oluşan pıhtıyı (fibrin ağı) cam tübün iç çeperinden ince uçlu bir baget ile ayırınız.
· Santrifüjleme işlemi:
· Santrifüjün fişini prize takarak kapağını açınız.

· Tüplerin yerleştirildiği kovaların tümünün yerinde olup olmadığını kontrol ediniz.

· Santrifüjlenecek kan örneklerini çapraz olarak dengeli bir şekilde yerleştiriniz.
· Santrifüj kapağını kapatınız.
· Santrifüjün ön panelinde bulunan "devir" düğmesini örneğin önceden belirlenen çöktürülme hızına (3000 rpm) yavaş yavaş yükseltiniz.

· Santrifüjün ön panelinde bulunan "zaman"  düğmesinden döndürülme süresini ayarlayınız.

· Döndürme sırasında herhangi bir titreşim veya olağan dışı bir ses olursa derhal cihazı durdurup tüplerin dengede olup olmadığını tekrar kontrol ediniz.

· Döndürme süresi tamamlandıktan sonra santrifüjü durdurup, kapağını açınız ve örnek tüplerini dışarı çıkarınız. Kesinlikle süre bitmeden önce kapak açılmamalıdır.
5. Serumun ayrılması: Üstte kalan sıvıyı ( serum ) otomatik bir pipet ile altta çökmüş olan kanın şekilli elemanları ile karıştırmaksızın ayırınız. Üzerinde hastanın adının yazılı olduğu temiz bir Eppendorf tüpüne koyunuz.
DURAK II: Plazma örneği hazırlanması
1. Eldiven giyiniz.
2. Antikoagülanlı tam kanı (Durak 1 Madde- 4’te belirtildiği şekilde ) 3000 devirde 5-10 dk santrifüjleyiniz.
3. Üstte kalan berrak sıvıyı ( plazma ) otomatik bir pipet ile altta çökmüş olan kanın şekilli elemanları ile karıştırmaksızın ayırınız.
4. Üzerinde hastanın adının yazılı olduğu temiz bir eppendorf  tüpüne koyunuz.

DURAK III: 24 saatlik idrar örneğinden çalışma örneği hazırlanması:
1. Eldiven giyiniz
2. İdrarın hacmin mezür yardımı ile ölçünüz.
3. 24 saatlik idrarın tümünü iyice karıştırın. Çalışma için gerekli olacak idrarı bir tüpe aktarınız.
4. Tortu ve partiküllerin ayrılması için 2000 devirde 5- 10 dk santrifüjleyiniz. 
5. Üstteki berrak idrarı üzerinde hastanın adının yazılı olduğu temiz bir tüpe otomatik pipet yardımı ile aktarınız.
V. Uygulama Verilerinin Yorumu
1. Sözü geçen biyolojik örnekler dışında hangilerini biliyorsunuz?
2. Serum- plazma farkını belirtiniz.
3. Hastadan alınan kan santrifüjlenmeden önce neden bekletilmelidir?
4. Çift sayıda biyolojik örnek yok ise tüpler ne ile dengelenir?
5. Yirmi dört saatlik idrarı toplarken neden koruyucu konmalıdır?
6. Yirmi dört saatlik idrarı toplarken ilk idrar neden dökülür?
Anahtar Sözcükler: tam kan, serum, plazma. 24 saatlik idrar, rpm
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