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1. IDRARIN INCELENMESI

1.1 idrar ve ozellikleri

Idrar, bobreklerde olusan ve idrar yollar ile atilan sividir. Idrarm rengi, 24 saatlik
voliimii, transparan 0zelligi, kokusu, kivami, dansitesi, pH’1 gibi fiziksel ozellikleri, c¢esitli
patolojik durumlarda degisebilmekte ve bunlarin incelenmesi, patolojik durumlarin
saptanmasinda yararli olmaktadir.

Idrarda normal olarak %96 oraninda su bulunur. Idrarda ayrica inorganik maddeler
olarak sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum, klortr, fosfat, amonyak, sulfat ile az
miktarda demir, bakir, nitrit, bikarbonat gibi maddeler bulunur; azotlu organik maddeler
olarak Ure, kreatinin, Orik asid, kreatin, hippurik asid, indikan, Grobilinojen, robilin ile az
miktarda amino asidler, enzim, hormon ve vitaminler bulunur.

Idrarda azotsuz organik maddelerden glukoz, glukuronik asid, Kkolesterol, keton
cisimleri, oksalatlar, organik tuzlar, organik asidler, kiikiirtlii bilesikler, enzimler, hormonlar,
vitaminler genel olarak yok denecek kadar azdirlar.

DENEY 1.2 Idrarin fiziksel 6zelliklerinin incelenmesi
1.2.1 idrarin renginin incelenmesi

* Verilen idrar numunesinin rengini inceleyiniz, gézlemlerinizi not ediniz ve degisik
renklerin nedenlerini tartisiniz.

Idrarm normal rengi, amber sarisidir; bu renk, idrarda bulunan, {irokrom denen ve
yapisi tam olarak bilinmeyen maddelerden ileri gelir.

Cok acik sar1, yesilimsi sar1 veya renksiz idrar; kronik interstisyel nefritte, diyabetes
mellitusta, diyabetes insipitusta, demir metabolizmasi bozuklugunda ve anemilerde
gorulebilir.

Sar1 idrar; iirobilinojen ve lirobilin artisinda, bazi ilaglarin alinmasi ve havug yenmesi
durumlarinda gortiliir.

Cay rengi idrar; hepatitlerde idrarda bilirubin bulunmasi durumunda goriiliir, idrar
calkalaninca iki dakikadan uzun siire kalan sari-yesil renkli koptik olusur.

Yesil idrar; idrar yollar1 antiseptigi olarak metilen mavisi kullanilmasinda, indikan
fazlaliginda, idrarda bilirubin bulunmasinda, Ps6domonas aeruginosa gibi bakterilerin
varliginda goriiliir.

Kirmiz1 idrar; hematiiri ve hemoglobiniiri durumlarinda, bazi ilaglarin ve kirmizi
pancar gibi yiyeceklerin alinmasi durumlarinda goriiliir.

Pembe-kahverengi idrar; porfiriyalarda goruldr.

Siyah idrar; melanin bulunmasi durumunda, indikan artisinda goriiliir. Alkaptoniiride
idrar beklemekle siyahlagir.

Sut gorinimu idrar; fosfat ve {iirat artisinda, idrarda yag ve prostatik sekresyon
bulunmasi durumunda goriiliir.



1.2.2 idrarin transparan 6zelliginin incelenmesi

* Verilen idrar numunesinin transparan ozelligini inceleyiniz, gozlemlerinizi not
ediniz ve idrarin bulanik olmasinin nedenlerini tartisiniz.

Taze ve hafif asid olan idrar normalde berraktir; iireme organlarindan karisan
salgilarla mesane ve idrar yollar1 duvarmin yiizeylerinden karisan ¢ok az miktarda musin
tiiriinden bazi maddeler, durmakla sigara dumani dalgalar1 seklinde ayrilabilir ve dibe dogru
inerek nubekula denen ¢okelti olustururlar.

Idrarda bulaniklik, iiratlar, fosfatlar, oksalatlar, hiicresel elemanlar ve bakterilerden
ileri gelebilir.

Uratlardan ileri gelen bulaniklik, sogukta olusur; 1sitma ve asetik asid etkisiyle
kaybolur.

Fosfatlardan ileri gelen bulaniklik, alkalik idrarda olusur; 1sitma ile belirginlesir, asetik
asid etkisiyle kaybolur.

Oksalatlardan ileri gelen bulaniklik, hafif asid ve hafif alkalik idrarda olusur; asetik
asid etkisiyle kaybolmaz, HCI etkisiyle kaybolur.

Dejenere olmus lokosit gibi iltithap cisimciklerinden ileri gelen bulaniklik, idrara
%10’luk NaOH ¢ozeltisi damlatildiginda jelatinsel bir saydamliga doniistir.

Bakterilerden ileri gelen bulaniklik, 1sitma, asidlendirme ve alkalilendirme ile
kaybolmaz.

1.2.3 idrarin kokusunun incelenmesi

* Verilen idrar numunesinin kokusunu inceleyiniz, gozlemlerinizi not ediniz ve degisik
kokularin nedenlerini tartisiniz.

Her idrar kendine has 6zel bir kokuya sahiptir; idrarin kokusu, alinan ve idrarla atilan
ilaglardan etkilenebilir.

Meyve esans1 veya asetonlu gibi kokan idrar; asidoz, ketoz ve ileri derecede diyabetes
mellitusta olabilir.

Amonyak kokusu; beklemis ve kokugmus idrarda olabilir.

Sigan gibi kokan idrar; fenil ketoniiride olabilir.

Karamela gibi kokan idrar; ak¢aaga¢ surubu idrar hastaliginda olabilir.

1.2.4 idrarin Kivaminin incelenmesi

* Verilen idrar numunesinin kivamini inceleyiniz, gozlemlerinizi not ediniz ve degisik
kivamlarin nedenlerini tartiginiz.

Idrar, normalde akicidir ve ¢alkalamakla olusan képiik cabuk kaybolur.
[Itihapli, albuminli, kanl idrarlarda ¢alkalamakla olusan kopiik cabuk kaybolmaz.



1.2.5 idrarin voliimiiniin dl¢iilmesi

* Verilen idrar numunesinin voliimiinii 6l¢iintiz, buldugunuz degeri not ediniz ve 24
saatlik idrar voliimiinde degisikliklerin nedenlerini tartisiniz.

Idrar voliimii, dereceli silindir(meziir) ile dlgiiliir. 24 saatte ¢ikarilan idrar miktar:
ortalama olarak erkeklerde 1500 mL, kadinlarda 1200 mL kadardir. Alinan su miktari, bobrek
dis1 yollardan su kayb1 ve diyet, giinliik idrar miktarini etkiler; proteinden zengin beslenmede
iirenin ditiretik etkisi nedeniyle idrar miktar1 artar.

24 saatlik idrar miktarinin devamli olarak 400 mL’den az olmasi oligtri olarak
tanimlanir; 50 mL’den az olmas1 anuri olarak tanimlanir; 2000 mL’den fazla olmasi politri
olarak tanimlanur.

Oligiiri; akut renal yetmezlikte, obstriiktif iiropatilerde, kronik renal yetmezligin
preterminal ve terminal doneminde, akut glomeriilonefritte, yaniklarda, agir dehidratasyonda,
travmatik sokta, bircok ameliyattan sonra goriilen asagi nefroz sendromunda goriiliir.

Poliiiri; diyabetes mellitusta, diyabetes insipitusta, kronik renal yetmezligin baslangi¢
déneminde goruldr.

1.2.6 idrarin pH’1nin incelenmesi

1.2.6.1 Turnusol kagidi ile idrar pH inin incelenmesi
Prensip: Turnusol kagidi, alkalik(bazik) ortamda mavi; asid ortamda kirmizidir..
Gerekenler: 1) Mavi turnusol kagidi. 2) Kirmizi turnusol kagidi.

Uygulama: 1) Bir mavi turnusol kagidi, idrar i¢ine daldirilir; turnusol kagidinda renk degisimi
olup olmadigina bakilir ve sonug¢ not edilir. 2) Bir kirmizi turnusol kagidi, idrar igine
daldirilir; turnusol kagidinda renk degisimi olup olmadigina bakilir ve sonug not edilir.

Actklama: Turnusol kagitlari, rengi pH’a gore degisen ve indikatér denen maddeleri
icermektedirler. Turnusol kagitlarindaki indikatoriin rengi, alkalik ortamda mavidir, asid
ortamda ise kirmizidir.

Idrara daldirilan mavi turnusol kagidinin rengi degismezse; idrar pH’1 7°den biiyiiktiir
veya 7°dir; idrar, alkalik veya notiirdiir. Mavi turnusol kagidinin rengi kirmiziya doniisiirse,
idrar pH’1 7’den kiiciiktiir; idrar, asidiktir.

Idrara daldirilan kirmizi turnusol kagidinin rengi degismezse; idrar pH’1 7’den
kiicliktlir veya 7°dir; idrar, asidik veya notiirdiir. Kirmiz1 turnusol kagidinin rengi maviye
dontistirse, idrar pH’1 7°den biiyiiktiir; idrar, alkaliktir.

*Notiir yani pH’1 7 olan idrar, turnusol kagitlarinin rengini degistirmez.

Tartisma: Beklenmeyen sonuglarin nedenlerini tartisiniz. Idrar pH degerini say1 olarak veren
Ozel pH kagitlart da vardir; bdyle bir idrar stripi ile idrar pH’1 6l¢timii yaparak turnusol kagidi
ile buldugunuz sonuglari kontrol ediniz ve tartisiniz.

Karigik besin alan saglikli bir insanin idrarinin pH’1 normalde 6,2 civarindadir; 4,8’e
kadar inebilir veya 8,2’ye kadar ¢ikabilir.

Proteinden zengin beslenmede idrar pH’1 asid tarafa kayar. Meyve ve bitkisel
besinlerden zengin beslenmede idrar pH’1 alkali tarafa kayar, ancak erik ve kizilcik gibi
benzoik asid iceren meyveler idrar pH’1in1 asid tarafa kaydirir.



NH4Cl alinmasi idrar pH’1n1 asid tarafa kaydirir; bikarbonat alinmasi da alkali tarafa
kaydirir.

Kuvvetli hiperpne hallerinde idrar pH’1 alkali tarafa kayar; kuvvetli bir sindirim
sirasinda mideden fazla HCI salgilandiginda da idrar alkalik olur.

Kassal ¢alisma idrar pH’1n1 asid tarafa kaydirir.

Potasyum yetmezliginde ve hiperaldosteronizmde idrar alkalikdir.

Renal yetmezlik ve renal tiibiiler hastaliklar gibi durumlarda ortaya c¢ikan renal
asidozda idrar alkalikdir.

Mesane ve idrar yolu iltihaplarinda mikroplarin etkisiyle iire pargalanir ve idrar pH’1
alkali tarafa kayar.

DENEY 1.3 idrar sedimentinin incelenmesi

Idrar sedimentinin incelenmesi i¢in, bir santrifiij tiipiine idrar numunesinden bir miktar
konur. Bu santrifiij tiipii, bir bagka tiiple dengelenerek santrifilj aletine konur ve dakikada
1500-2000 devirde 3-5 dakika santrifiij edilir. idrar tiipii santrifiijden aliir ve asagiya dogru
45° egilerek igindeki berrak idrar, bagka analizler i¢in baska tiiplere alinir veya dokiiliir.
Santriflj tuptnin dibindeki ¢okelti yeniden ¢alkalanarak stispansiyon haline getirilir ve bu
siispansiyondan 1 damla bir lam {izerine alinir. Lamdaki damla, kenarlardan tasmayacak ve
hava kabarcigi da kalmayacak sekilde bir lamelle kapatilir. Boylece hazirlanan preparat,
mikroskopta incelenir. Once, mikroskopun kiiciik objektifi (10X) ile 100 defa biiyiiterek
biitiin alanlar kontrol edilir ve sekilli elemanlarin bol oldugu yerler biiyiik objektif (40X) ile
400 defa biiyliiterek incelenir. Direkt, fakat parlak olmayan 1sikta sekilli elemanlar daha iyi
goriiliir; genellikle kondensator uzaklastirilir veya diyafram kistlir.

Idrar sedimentini incelemenin sonucu, 400 defa biiyiitmede 20 mikroskopik alanda
raslanan sekilli elemanlarin ortalamasina gore rapor edilir: 0-2  sekilli eleman, nadir; 2-4
sekilli eleman, tek tik; 5-20 sekilli eleman, sayisiyla; 50’den fazla sekilli eleman, bol olarak
ifade edilir.

Idrar sedimentinde sekilli elemanlar, gesitli 6zellikleriyle taninirlar:

Idrar sedimentinde eritrositler; iyi korunmuslarsa acik yesilimtrak renkte ve yuvarlak
goralurler; mikro-vida hafifce oynatildiginda i¢ ice iki halka saptanabilir. Dikine duran
eritrositler biskiivi seklinde goriiliirler. Konsantre idrarda eritrositler biiziismiis, orak seklinde
gorulebilirler.

Idrar sedimentinde l6kositler; eritrositlere gore daha biyiik ve graniilliidirler; goriniimleri,
idrar pH’ma gore degisir. Lokositler, asid veya hafif alkalik idrarda graniillii bir sitoplazma ve
belirgin renksiz bir ¢ekirdek igeren yuvarlak, biiyiik hiicrelerdir; alkalik idrarda ise seffaf,
siirlart kaybolmus bir sitoplazma ve belirgin olmayan c¢ekirdek igeren sismis, biiyiik
hiicrelerdir. Idrar sedimentindeki lokositler, % 3’ lik asetik asidden 1 damla lamelin
kenarma damlatildiginda daha belirgin olurlar; asetik asid, sitoplazmadaki kii¢lik graniillerin
yok olmasini, fakat 16kosit ¢ekirdeginin belirgin goriillmesini saglar.

Idrar sedimentinde bol 16kosit olmasi halinde, asid ve nétral idrarlarda beyaz bir
cokelti gozlenir; alkalik idrarlarda bulanik bir boyanmis sediment goriiniimii gozlenir.

Idrar sedimentinde goriillen 16kositlerin  biraraya gelerek kiime olusturup
olusturmadiklar1 da arastirtlir ve lokosit kiimeleri goriiliirse, bunlar da degerlendirme
sonug raporunda belirtilir.



Idrar sedimentinde epitel hiicreleri; yassi epitel hiicreleri , idrar yollar1 epiteli hiicreleri,
bébrek epiteli hiicreleri olabilir. Yass: epitel hiicreleri, kiigiik ¢ekirdekli, yassi veya poligonal,
idrar sedimentindeki en biiylik hiicrelerdir; genellikle kenarlar1 katlanmis goériinlimdedirler.
Bazen birbirine bagli olarak birka¢ hiicre bir arada bulunabilir. idrar yollari epiteli
hiicrelerinden {ist kat hiicreleri, kiiglik yass1 epitel hiicrelerine benzerler; orta kat hiicreleri,
genellikle armut veya ig seklinde goriiliirler; en alt tabaka hiicreleri, yuvarlak, nispeten kiigiik
cekirdekli hiicrelerdir. Bobrek epiteli hiicreleri, biiyiik bir damla seklinde ¢ekirdekleri olan
yuvarlak veya poligonal hiicrelerdir; genellikle yag damlaciklart iceren bir sitoplazmalari
vardir; bazen kiime, bazen de zincir seklinde siralanan hiicre topluluklar1 halinde goriiliirler.

Idrar sedimentinde silendirler; distal tubulus boslugu icinde hiicre ve proteinlerin
birikmesiyle olusmus, cesitli uzunlukta ve olustugu tubulusiin ¢apina uygun kalinlikta silindir
seklinde elemanlardir; keskin smirli, yuvarlak veya kiint u¢ludurlar; diiz veya egri, nadiren
koseli veya spiral sekilli olabilirler. Ozellikle lamelin kenarlarinda ve kiiciik biiyiitme ile
aranmalidirlar.__Hiyalin _silendirler, homojen, seffaf, jelatine benzer bir maddeden
yapilmiglardir._Granule silendirler, bazen blyuk bazen kiguk protein graniilleri ve yag
damlalarindan olugmuslardir. Epiteliyal silendirler, genellikle graniil ve yag damlaciklari
icerirler; otoliz nedeniyle hiicre ve ¢ekirdek smirlar1 kismen kaybolmustur. Lokosit
silendirleri, ya birbirine yapismis l6kositlerden ya da hiyalin silendir {izerine oturmus
16kositlerden olusmuslardir._Eritrosit silendirleri, ya birbirine yapigmis eritrositlerden ya da
hiyalin silendir iizerine oturmus eritrositlerden olusmuslardir. Mum silendirler, genellikle
diger silendirlerden daha biiylik ve genistirler; ana madde, homojen, 15181 siddetle kirar ve
acik sarimsi renktedir. Dev silendirler, kismen hiyalin kismen graniile karigik silendirlerdir.
Yag silendirleri, 15181 siddetle kiran silindir seklinde elemanlardir.

Idrar sedimentinde kristaller; idrar pH’mna gore gesitli olabilirler: Asid idrarda gériilebilen
kristaller, amorf Grat, trik asid kristalleri, sistin kristalleri, 16sin kristalleri, tirozin kristalleri
olabilir. Amorf lrat, makroskopik olarak balgik renginde ¢okelti olusturur; mikroskopta kiicuk
tanecikler halinde ve genellikle kiiclik topluluklar olusturmus halde goriiliirler; silindir
seklinde de toplanabilirler ve bu durumda graniile silendirlerden gii¢ ayirdedilirler. Urik asid
kristalleri, makroskopik olarak sarimtrak kahverengi tanecikler seklinde idrar toplama kabinin
kenarlarinda taninabilirler. mikroskopta sarimtrak kahverengi veya kirmizi renkte, ¢esitli boy
ve sekillerde goriiliirler; bilegi tasi, halter, fic1 sekilleri siktir ve rozet seklinde toplanma
egilimi gosterirler. Sistin kristalleri, {irik asid kristallerine benzerler; 15181 fazla kiran sekiz
koseli plaklar seklindedirler ve genellikle birbirini 6rtmiis olarak bulunurlar. L&sin kristalleri,
nadirdirler; kiire seklindedirler ve genellikle radiyer veya konsantrik hatlara sahiptirler.
Tirozin kristalleri, ince igneler seklindedirler. Hafif asid, notral veya hafif alkalik idrarda
gorulebilen kristaller, kalsiyum oksalat kristalleri, tersiyer kalsiyum fosfat kristalleri,
sulfonamidler olabilir. Kalsiyum oksalat kristalleri, 15181 siddetle kiran zarf, nadiren halter
veya biskiivi seklindedirler; biiyiikliikleri degisiktir; ikterik idrarda sar1 renkli goriliirler; sik
goriilen sekilli elemanlardir. Tersiyer kalsiyum fosfat kristalleri, renksiz, genellikle bir ucu
kama seklinde sivri igneler seklindedirler; sivri uglar1 biraraya toplanarak rozet sekli
olusturabilirler. Sulfonamidler, makroskopik olarak sar1 bir ¢okelti olustururlar; mikroskopta
amorf veya sar1 yesil renkli igne, halter, yildiz sekillerinde goriiliirler. Notral veya alkalik
idrarda gorulebilen kristaller, magnezyum fosfat, kalsiyum karbonat kristalleri olabilir.
Magnezyum fosfat kristalleri, makroskopik olarak bitin renkleri veren yanar doner ince
pulcuklardir; ince bir yag tabakasii hatirlatirlar. mikroskopta kenarlari kirilmig lameller
diizensiz dizilmis goriiniimii verirler. Kalsiyum karbonat kristalleri, makroskopik olarak
nadiren fosfatlar gibi bir ¢okelti olustururlar; mikroskopta amorf tanecikler veya kiire seklinde
goriiliirler; genellikle halter seklinde birbirleri ile birlesmislerdir. Alkalik idrarda gorulebilen




kristaller, amorf fosfat, tripel fosfat(amonyum magnezyum fosfat), amonyum drat olabilir.
Amorf fosfat, makroskopik olarak bol bulunan 16kositler gibi ¢okelti olustururlar; mikroskopta
ince taneli renksiz Kitleler olarak gorulurler. Tripel fosfat(amonyum magnezyum fosfat), idrar
cabuk sogumussa kar tanesine benzer, yavas sogumusgsa tabuta benzer prizmalar seklinde
goralirler. Amonyum (rat, yer elmasi veya salgama benzer sekillerde goriiliirler.

Idrar sedimentinin incelenmesinde ¢esitli kaynakli hatalar olabilir: Hizli ve uzun siire
santriftj, silendirleri bozabilir. Santrifiijden sonra santrifiij tlpundn dibinde kalan sedimentin
calkalanarak siispansiyon haline getirilmesi iyi yapilmamis olabilir. Lamelin altinda hava
kabarciglr kalmasi ve lamelin disina idrar tagsmasi hatali degerlendirmeye neden olabilir.
Eritrositler, mantar hiicreleri, iirat kristalleri ve yag damlalart ile karistirdabilirler; ayirici
tan1 su sekilde yapilir. Lamelin kenarina %3’liik asetik asid damlatilmasiyla eritrositler erirler;
mantar hiicreleri genellikle zincir olusturmus halde goriiliirler ve asetik asidde erimezler; iirat
kristalleri koyu kahverengi ve ¢esitli biiyiikliiktedirler; yag damlalar1 15181 siddetle kirarlar,
cesitli biiytikliiktedirler ve genellikle ovaldirler. Parcalanmis [6kositler amorf fosfatlar ile
karigtirtlabilirler; ayirici tam1 su sekilde yapilir. Lamelin kenarina %3’liik asetik asid
damlatilmasiyla fosfatlar, eriyerek kaybolurlar. Silendirler, diisiik dansiteli, alkalik ve uzun
stre beklemekle bakteri tiremis idrar 6rneklerinde hizla bozulurlar; bobrek yetmezligine bagl
olarak idrar konsantre ve asid olamiyorsa birka¢ NaCl kristali veya birka¢ damla konsantre
HCI eklenmek suretiyle silendirler korunabilir. Silendiroidler ve psodosilendirler, silendir
sanilabilirler; ayirict tan1 su sekilde yapilir. Silendiroidler musin veya epitel hiicrelerinden
olusurlar, serit seklinde ve uglar piirtiikliidiir; psddosilendirler asetik asidle eriyen fosfat veya
isitmakla eriyen iratlardan olusan sekilli elemanlardir. Normal idrarda da bir miktar
bulunabilen ve durmakla ¢oken miikiis, mikroskopta uzun ve saydam seritler seklinde goriiliir,
kristalleri ve hatta hticreleri Ortebilir.

DENEY 1.4 idrar yollan taglarinin incelenmesi

Idrarda bulunan kalsiyum fosfat, iirik asid gibi baz1 maddeler, koruyucu kolloidlerin
etkisiyle asir1 doymus ¢ozeltiler halinde ¢okmeden atilabilmektedirler. Ancak, idrarda
koruyucu kolloidlerin azalmasi1 durumunda, normalde asir1 doymus ¢ozeltiler halinde atilan
maddeler idrar yollarinda ¢dkerler ve idrar yollar: taslarmi olustururlar. idrar yollar taslari,
fosfat taslari, oksalat taslari, iirat taslari, miks taslar olabilir.

Fosfat taglari, agik renkli toprak gibidirler; elle kolayca ezilirler. Oksalat taslari,
purtiikli yiizeyli, esmer renklidirler; cok serttirler. Urat taglari, diizgiin yiizeyli, esmer renkli,
kiigiik taglardir; serttirler. Miks taslar, fosfat-oksalat veya oksalat-iirat karisimi taslardir.

1.4.1 Bir idrar yolu tasinin iirat tasi olup olmadiginin incelenmesi
(miirexid deneyi)

Prensip: Urik asid ile nitrik asidin birlikte 1s1t1lmas1 sonucunda purpurik asid olusur.

Gerekenler: 1) Idrar yolu tasi. 2) Porselen havan ve havaneli. 3) Konsantre HNO3 4) %
20’lik NaOH ¢ozeltisi. 5) Porselen kapsiil. 6) Bunzen beki alevi. 7) Sa¢ayak 8) Amyant tel
kafes.

Uygulama: 1) idrar yolu tas1 havanda ezilerek toz haline getirilir ve bir porselen kapsiile bu
tozdan bir miktar konur. 2) Kapsiildeki idrar yolu tasi {izerine 1-2 damla konsantre HNOs
damlatilir. 3) Porselen kapsl, bir sagayak tizerinde, i¢indeki madde kuruyuncaya kadar sitilir



ve sonra sogutulur. 4) Soguyan kapsiildeki leke {izerine 1 damla NaOH damlatilir; lekedeki
renk degisimine gore sonug rapor edilir:

Soguyan kapsiildeki leke lizerine 1 damla NaOH damlatildiginda mavi-menekse renk
gozlenirse, idrar yolu taginin iirat tast oldugu sonucuna varilir.

Soguyan kapsiildeki leke lizerine 1 damla NaOH damlatildiginda mavi-menekse renk
gozlenmezse, idrar yolu tasi iirat tag1 degildir.

Actklama: 1drar yolu tasinin iirat tas1 olmasi durumunda, deney sirasinda once iirik asid ile
nitrik asidin birlikte 1sitilmasi sonucunda purpurik asid olusur, daha sonra da purpurik asidin
NaOH ile reaksiyonlagmasi ile mavi-menekse renkli izopurpurik asid sodyum tuzu olusur;
g6zlenen mavi-menekse renk, olusan izopurpurik asid sodyum tuzundan ileri gelmektedir.

Tartisma: Deneyde NaOH yerine amonyak ¢ozeltisi kullanilsayd, iirat tasi ile mavi-menekse
renk yerine mor renk olustugu goézlenirdi. Ciinkii, purpurik asid ile amonyagin olusturdugu
izopurpurik asid amonyum tuzu, mavi-menekse degil, mor renklidir. Bazen 1sitma sirasinda
porselen kapsiildeki idrar yolu tasinda bulunan iireden amonyak olusur ve bu, idrar yolu
taginin {irat tagi olmasi durumunda lekenin kendiliginden mor renk almasina neden olabilir.
Deney sirasinda beklenmeyen sonuglarin nedenlerini de tartiginiz.

1.4.2 Bir idrar yolu tasinin fosfat tasi olup olmadiginin incelenmesi

Prensip: Fosfat, amonyum molibdat ile 1sitma sonucunda suda gii¢ ¢6ziinen, sari renkli
amonyum fosfomolibdat olusturur.

Gerekenler: 1) Idrar yolu tasi. 2) Porselen havan ve havaneli. 3) Konsantre HNO3z 4) %
12,5 lik amonyum molibdat ¢ozeltisi. 5) Pipet 6) Deney tiipleri. 7) Bunzen beki alevi.

Uygulama: 1) idrar yolu tas1 havanda ezilerek toz haline getirilir ve bir deney tiipiine bu
tozdan bir miktar konur. 2) Deney tiiptindeki idrar yolu tasi tizerine 1 mL konsantre HNO3
eklenerek karigtirilir ve tas tozu ¢ozilir. 3) Tiipteki karisim iizerine 2 mL %12,5’lik
amonyum molibdat ¢6zeltisi eklenir ve karigtirtlir. 4) Tiipteki son karigim, kaynama noktasina
kadar 1sitilir; renk degisimine gore sonug rapor edilir:

Kaynama noktasina kadar isitilan son karisimda limon sarisi bir renk ve c¢okelti
olusumu gozlenirse, idrar yolu tasinin fosfat tas1 oldugu sonucuna varilir. Istenirse lam-lamel
arasma alman ¢okelti mikroskopta incelenerek igne demeti seklinde fosfat kristalleri
goralebilir.

Kaynama noktasina kadar isitilan son karisimda limon sarisi bir renk ve c¢okelti
olusumu gdzlenmezse; idrar yolu tasi, fosfat tas1 degildir.

Actklama: Idrar yolu tasinin fosfat tast olmasi durumunda, deney sirasinda fosfat ile
amonyum molibdatin 1sitilmast sonucunda amonyum fosfomolibdat olusur; gozlenen limon

sarist renk ve ¢okelti, olusan amonyum fosfomolibdattan ileri gelmektedir.

Tartisma: Deney sirasinda beklenmeyen sonuglarin nedenlerini de tartiginiz.
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1.4.3 Bir idrar yolu tasinin oksalat tasi olup olmadiginin incelenmesi

-Toz haline getirilmis tastan bir deney tilipline bir miktar konur

-1/10 oraninda sulandirilmis HCI’den 4 mL eklenerek kaynar dereceye kadar 1sitilir.
-Karigim sicakken siiziiliir ve siiziintiiye 1 mL %16 mg’lik KMnO4 ¢ozeltisi eklenir.
-Cozeltinin 10 dakika i¢inde renksizlesmesi tagin oksalat tas1 oldugunu gosterir.

1.4.4 Wohlk deneyi ile idrarda laktoz aramak

bir deney tlpline 5 mL idrar, 2-3 mL derisik amonyak ve 5 damla %10’luk KOH konup
karistirilir.

Karigim, 50-70°C’lik su banyosunda isitilir.

Karisimin 1sitilmasi sirasinda birkag dakika i¢inde kirmizi renk olusumu gozlenmesi laktoz
(+) olarak rapor edilir.

2. KARACIGER FONKSiYON TESTLERI
DENEY2.1 IKTERUS INDEKSI TESTI

Bu test safra pigmentlerine dayanan karaciger fonksiyon testlerinden biridir. Bilirubin
renklidir ve protein varliginda 460 nm’de maksimum absorbans verir. Iste bu absorbans
Olciilerek serumdaki bilirubin miktar1 kabaca da olsa Ol¢iilmiis olacaktir. Standart olarak
potasyum bikromat ¢dzeltisi kullanilarak sonuglar ikterus indeksi tinitesi olarak rapor edilir.
Baz bilesikler 6rnegin karotenler sar1 renk vererek testi etkileyebilir. Bu etkiyi dnlemek iizere
serun asetonla ekstrakte edilir.

Malzemeler:

Aseton ayiraci: 78 ml aseton ile 100 ml saf su karistirilir.

Stok standart: 0.61 g KoCr20y ile igerisine 2-3 damla derisik H2SO4 katilmig 100 ml saf su
Calisma standardi: 1 ml stok standart 1-2 damla derisik H2SO4 iceren su ile 100 ml’ye
tamamlanir. Bu standart 10 Ikterus indeksi Unitesi’ne esdegerdir.

Yapihsi:

Deney tiibline 1 ml serum konur. 9 ml soguk aseton ¢ozeltisi katip karistirilir ve filtre edilir.
Bu esnada asetonun u¢gmamasi i¢in iizeri bir saat cami ile ortiiliir. Siiziintii 450 nm’de okunur.
Kor olarak (1 ml saf su + 9 ml aseton ¢ozeltisi) karisimi kullanilir. Ayrica ¢alisma standardi
da ayni dalga boyunda okunur.
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DENEY 2.2 KANDA SPEKTROFOTOMETRIK YONTEMLE
BILIRUBIN TAYINIi

Malzemeler:
Metil Alkol
Kor diazo ¢ozeltisi: 15 ml derisik HCI saf su ile It’ye tamamlanr.
Diazo ayiraci: Asagida belirtilen A ve B ¢ozeltilerinden hazirlanir.
A ¢ozeltisi: 985 ml saf suya 15 ml derisik HCI eklenir. Uzerine 1 g siilfanilik asit konur ve
¢Oziinlinceye kadar karistirilir.
B ¢ozeltisi: 0.5 g sodyum nitrit 100 ml balon jojede ¢oziiliir ve 100 ml’ye tamamlanir. Bu
cozelti buzdolabinda bozulmadan birkag¢ ay saklanabilir.
Diazo reaktifini hazirlamak i¢in 10 ml A ¢dzeltisine 0.3 ml B ¢o6zeltisi eklenir ve karistirilir.

Yapihsi:

Iki adet deney tiipiinden birine 4.4 ml saf su, digerine 0.1 ml serum konur. 1. tiipe 1 ml kér
diazo reaktifi 2. tiipe ise 1 ml diazo raktifi konur. Tiipler ¢alkalanarak karistirilir. 1 dakika
sonra tiipler 450 nm’de (540 nm) su koriine karsi spektrofotometrede okunurlar. Bu direkt
bilirtibindir.

Her iki tiipe 5. 5 ml metil alkol eklenir. Ug defa ters gevirilerek karistirilir. 20 dakika kendi
haline birakilir. Tiiplerin absorbanslar1 450 nm’de (540 nm) okunur. Bu da total biliriibindir.
Total biliribinden direkt bilirlibinin ¢ikartilmasiyla da indirekt biliriibin bulunur.

DENEY 2.3 Gmelin yontemi ile bilirubini tanimlama deneyi

Bilirubin, nitrik asitle oksitlenerek yesil renkli biliverdin olusturur;

biliverdinden de biliverdin oksidasyon iiriinleri olusur.

Malzemeler: 1) Bilirubinli siv1 (Safra). 2) Konsantre HNO3z 3) Pipet 4) Deney tipleri.
Yapihisi: 1) Bir deney tupiine 1 mL konsantre HNO3 konur. 2) Tupteki konsantre

HNO3 iizerine 2 mL bilirubinli s1v1 tabakalandirilir. 3) Tiipte siv1 tabakalarinin temas yerinde
asagidan yukariya dogru sar tizerinden kirmizi, mor, yesil renk olustugu gozlenir.

Aciklama: Deneyde 6nce bilirubin, nitrik asitle oksitlenerek yesil renkli biliverdin

olusturur; daha sonra biliverdin de oksitlenerek biliverdin oksidasyon iiriinleri olusur. Tiipte
tabakalarin temas yerinde gozlenen yesil renk, olusan biliverdinden ileri gelmektedir; diger
renkler de biliverdin oksidasyon Grtnlerinden ileri gelmektedir.
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DENEY 2.4TAKATA-ARA REAKSIYONU

Malzemeler: %0.9 sodyum Klorlr ¢ozeltisi
%10’1uk sodyum karbonat ¢ozeltisi
%0.25 Civa klorur ¢ozeltisi

Yapihsi: 8 adet tiip asagidaki sekilde pipetlenir.

Reaktifler 1 2 3 4 5 6 7 8
Serum 01 01 01 01 01 01 01 04

%0.9 NaCl 1 11 12 13 14 15 16 17

%10 Sodyum karbonat 04 04 04 04 04 04 04 04
%0.25 Civa klor(r 1 09 08 07 06 05 04 03

%mg Civa klorir konsantrasyonu 100 90 80 70 60 50 40 30

Cokelmeler gozlenir. Cokelmenin oldugu en kiigiik konsantrasyon belirlenir. Bu sinir
konsantrasyonudur. Normal serumlar i¢in sinir konsantrasyonu %100 mg’in iizerinde
oldugundan bu degerin altindaki konsantrasyonlarda ¢okelme gézlenmez.

DENEY 2.5 AST Tayini
L-Aspartat+2-oksoglutarat AST_ Oksalasetat+L-Glutamat

Oksalasetat + NADH + H* MDH L-Malat + H,O + NAD”*

Malzemeler:

Ayirag R1: L-Aspartat, LDH, MDH

Ayirag R2: 2-oksoglutarat, NADH

Yapilist:

Ayirag Hazirlama: 4 hacim R1, 1 hacim R2 ile karistirilir.

Olgiilecek 6rnekten 100 pl, hazirlanmis ayiragtan 1000 ul spektrofotometre kiivetine konarak

karistirilir ve 1 dakika sonra 340 nm’de absorbansi dl¢iiliir. Ol¢iim 1 dakika, 2 dakika ve 3
dakika sonra tekrarlanir.

Hesaplama: Olgiilen absorbanslarin ortalamasi x 1745 = AST aktivitesi (U/L)
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DENEY 2.6 ALT Tayini

L-Alanin + 2-oksoglutarat ALT _ Piruvat + L-Glutamat
Piruvat + NADH + H* LDH, L-Laktat + H.O + NAD"
Malzemeler:

Ayirag R1: L-Alanin, LDH, LDH

Ayirag R2: 2-oksoglutarat, NADH

Yapilist:

Ayira¢ Hazirlama: 4 hacim R1, 1 hacim R2 ile karistirilir.

Olgiilecek drnekten 100 pl, hazirlanmis ayiragtan 1000 pl spektrofotometre kiivetine konarak
karistirilir ve 1 dakika sonra 340 nm’de absorbans dlciiliir. Olciim 1 dakika, 2 dakika ve 3

dakika sonra tekrarlanir.
Hesaplama: Olgiilen absorbanslarin ortalamas1 x 1768 = AST aktivitesi (U/L)

3. BOBREK FONKSIYON TESTLERI

DENEY 3.1 IDRARDA KREATININ TAYINIi (JAFFE
YONTEMI)

Kreatinin alkalen pikrat ¢ozeltisi ile kirmiz1 bir renk verir. Bu rengin siddeti 520nm’de
okunur.

Malzemeler: Alkalen pikrat ¢Ozeltisi: 5 hacim pikrik asit 1 hacim %10’luk NaOH
cozeltisi ile karigtirlir.
Kreatinin standardi: 50 mg kreatinin, 1 ml derisik HCI’de ¢oziiliir ve saf su
ile 11t’ye tamamlanir (0.05mg/ml), buzdolabinda saklanir.
1/20 oraninda seyreltilmis 24 saatlik idrar

Yapilisi: Deney tiipleri asagidaki gibi pipetlenir.

Ornek Standart 1 Standart 2 Standart 3 Kor
Idrar 1ml - - -
Standart - 1ml 2 ml 3ml -
Alkalen pikrat 2.5 ml 2.5ml 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
Saf su 2mi 2mi 1ml - 3ml

Tiipler karistirilir. Kor ile aletin sifir ayar1 yapilir. Bunun ardindan 6nce standartlar sonra
numune okunur. Standart okumalara gére absorbansa karsilik konsantrasyon egrisi gizilir.
Nmunenin absorbans degerinden grafikte isaretlenerek konsantrasyonu mg/ml cinsinden
bulunur ve asagidaki formiille bu miktar hesaplanir:

Ornegin standart egriden okunan absorbansi x 20 x 24 sa idrar hacmi

= mg kreatinin/24 sa idrar
1000
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DENEY 3.2 KANDA KREATININ TAYINi

Malzemeler: Pikrik asit ¢ozeltisi (%1.2)
%10’luk NaOH ¢ozeltisi
Stok kreatinin standart ¢ozeltisi: 100 m1’lik bir balon jojeye 0.1 g kreatinin
konur. Uzerine 10 ml 0.1 N HCI eklenir, ¢ozilur ve saf su ile 100 ml’ye
tamamlanir.
Standart Kreatinin ¢ozeltisi: Litrelik bir balona 30 ml stok kreatinin
cozeltisinden konur, tzerine 10 ml HCI eklenir ve saf su ile litreye
tamamlanir.
Alkalen pikrat c¢ozeltisi: 25 ml pikrik asit ¢ozeltisi ve 5 ml %10’ luk NaOH
¢Ozeltisi karistirilir.
%10’luk TCA

Yapihisi: Serum iizerine esit miktarda TCA ¢ozeltisi konarak santrifiij edilir. Stiztintliden
2 ml alinip bir tiipe konur. Diger bir tiipe de standart kreatinin ¢ozeltisinden 1 ml konur.
Her iki tiip saf su ile 10 ml’ye tamamlanir. Her iki tiipe de 5 ml alkalen pikrat ¢ozeltisi
konur. 3-10 dakika sonra 540 nm’de absorbanslar1 okunur. Hesaplama s6yle yapilir:

Standardyn absorbansy
5 L y x 0.03

Litrede gram kreatinin= : - -
Ornedin absorbansy

DENEY 3.3 KANDA URIK ASIT TAYINi

Urik asit + O, + 2H,O _Urikaz _ Allantoin + CO, + H,0>

2H202 + 4-Aminoantipirin + DHBS Reroksidgz Kromojen + 4 H2O
Malzemeler: Urik asit ayiraci: 4-Aminoantipirin, 3.5-diklor-2-hidroksibenzenstilfonat

(DHBS)
Urik asit Standard:: (5 mg/dl)

Yapilist:

KOR STANDART ORNEK
Urik asit ayiraci 1ml 1ml 1ml
Btiin tipler 37®de 3 dakika inkiibe edilir.
Serum | | | 25 ul

Biitiin tipler 37%°de 10 dakika inkiibe edilir.

Inkiibasyondan sonra spektrofotometre 502 nm’de kore karsi kor ile sifirlanir ve standart,
ornek tiiplerinin absorbanslari 6l¢iiliir.

Hesaplama: Ornegin absorbanst  x 5
Standardin absorbansi
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DENEY 3.4 KANDA URE TAYINIi

Ure oncelikle tireaz varliginda amonyak ve karbondioksit vermek iizere hidrolize olur.
Ureaz
Ure + Hp ------—--- > 2NH;s; + CO,

Ikinci agsamada birinci reaksiyonda olusan amonyak 2-oksoglutarat ve NADH ile glutamate
dehidrojenaz (GLDH) varliginda L-glutamat ve NAD verir.

GLDH
NHjs + 2-oxoglutarate + NADH + H -------- > L-glutamate +NAD* +H,0

NADH’1n oksitlenmesi 340 nm’de absorbans azaligina neden olur ve kandaki {ire miktarini
Verir.

Malzemeler: R1 ayiraci: glutamat dehidrojenaz, Ureaz,
R2 ayiract: 2-0kso glutarat, NADH,
Ayiracin hazirlanmasi: 4 hacim R1 ile 1 hacim R2 karistirilir. (0.6 ml R2 + 2.4 ml R1)

Ure Standardi: (42.8 mg/dl)

KOR STANDART ORNEK
Urik asit ayirac1 | - 3ml 3ml
Saf su 3ml (x 2) - -
Ure Standard: - 10 ul -
Serum - - 10 pl
Hesaplama
Ure (mg/dl)= Ornegin absorbans1  x 42.8

Standardin absorbansi
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4. HEMOGLOBIN DENEYLERI

DENEY 4.1 KANDA HEMOGLOBIN TAYINI

Ferrisiyaniir hemoglobindeki Fe*?’yi Fe*®’e ¢evirerck methemoglobin olusturur. Bu

bilesik potasyun siyaniirle birleserek dayanikli bir pigment olan siysnmethemoglobini
olusturur.

Malzemeler: Drakbingozeltisi: Cozelti berrak agik sar1 renktedir. Bulaniklik olusursa

atilmalidir. Cozeltinin hazirlanmasi i¢in 1 g NaHCOs3, 0.05 g KCN, 2 g K3Fe(CN)s
konulup 1 It saf suda ¢ozildr.

Kapiller kan veya antikoagiilanli kan

Yapihsi: Deney tiplne 5 ml drakbin ¢ozeltisi konur. Hb pipeti ile 0.02 ml kan alinir ve
¢ozelti i¢ine konur, karistirilir. En az 15 dakika beklenir, siyanhemoglobin
olusur. 540 nm dalga boyunda kor ¢6zelti olarak drakbin ¢ozeltisi
kullanilarak absorbsiyon okunur. Ve asagidaki formiilden hesaplanir.

Ornegin ansorbansi

X %9 Hbstandart = %0........... g Hbgrnek
Standardyn absorbansi

DENEY 4.2 IDRARDA HEMOGLOBIN TAYINi

Bu deney hemoglobinin Fe grubunun hidrojen peroksitle benzidin arasindaki oksido-
rediiksiyonu katalizlemesine dayanir. Boylece benzidin dehidrate olur, ve yesil renkli bir

madde verir, benzidin molekultinden ayrilan hidrojen ise hidrojen peroksit iizerine taginir
Ve onu suya indirger.

Malzemeler: %3’liik H2O> ¢Ozeltisi
Benzidinin derisik asetikasitteki %1°lik ¢cozeltisi

Yapihisi: Benzidinin derisik asetik asitteki ¢ozeltisinden 1 ml ve %3’liik H20»
¢ozeltisinden 1 ml karistirilir. Bu karigim yesil gériinmemelidir. Damla damla

idrar konur, yesil veya mavi-yesil bir renk goriiliirse, idrarda hemoglobin
vardir.
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DENEY 4.3 Demir/TIBC TAYINi

Hidroksilamin iceren asidik tamponun eklenmesi ile serumdaki demir demir (I11)-transferrin
kompleksinden ¢oziindiiriiliir ve demir(IIl) demir(Il)’ye indirgenir. Renkli bir bilesik olan
Feren serumdaki demir ile renkli demir(ll)-kompleksi haline gelir. Bu rengin siddeti 560
nm’de Ol¢iiliir.

Doymamis demir baglama kapasitesi(UIBC) ise seruma demir(Il) katilmasiyla olgiiliir.
Boylece transferindeki doymamis kisma katilan demir baglanir. Ortamdaki demir(I)
iyonlarimin fazlasi ise ferrozin ile renkli kompleks olusturarak bu rengin siddeti
spektrofotometrede olgiiliir. Eklenen demir(Il) iyonlart ile 6lgiilen demir(Il) iyonlar
arasindaki fark bize doymamis demir baglama kapasitesini verir. Total demir baglama
kapasitesi doymamis demir baglama kapasitesine serum demir degerinin eklenmesi ile
bulunur.

Malzemeler

Demir tampon ayiraci: hidroksilamin igeren asetat tamponu

UIBC tampon ayiraci: tris tamponu ve soryum azit

Demir renk ayiraci: hidroksilamin hidrokloriir i¢cinde ¢6ziilmiis ferrozin

Demir standardi (500 pg/dl) : hidroksilamin hidrokloriirde ¢6ziilmiis 500 pg demir.

Yapilist:
Ornek Standart Kor
Serum 0.5ml - -
Standart - 0.5 ml -
Demir tampon 2.5ml 2.5ml 2.5 ml
ayiracl
Saf su - - 0.5ml

Kore kars kor ile 560 nm’de sifirlama yapilir. Biitiin tiiplerin absorbanslar dlgiiliir (Ay).

Ornek Standart Kor
Serum - - -
Standart - - -
Demir renk 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml
ayiraci
Saf su - - -

Biitiin tiipler karistirilir ve 37°C’de 10 dakika su banyosunda tutulur. Kére kars1 kor ile 560
nm’de sifirlama yapilir. Biitiin tiiplerin absorbanslari 6l¢iiliir (Az2).

Hesaplama

(A2s-Ais)
X Csta = Total Demir (ug/dl)
(AZStd'Alstd)



18

Doymamis demir kapasitesi (UIBC)

Ornek Standart Kor
Serum 0.5 ml - -
Standart 0.5ml 0.5ml -
UIBC tampon 2.0 ml 2.0 ml 2.0 mi
ayiraci
Saf su - 0.5 ml 0.5 ml
Kore karsi kor ile 560 nm’de sifirlama yapilir. Biitiin tiiplerin absorbanslari dl¢iiliir (Az1).
Ornek Standart Kor
Serum - - -
Standart - - -
Demir renk 0.05 ml 0.05 ml 0.05 ml
ay1iracl
Saf su - - -

Biitiin tiipler karistirilir ve 37°C’de 10 dakika su banyosunda tutulur. Kére kars1 kor ile 560
nm’de sifirlama yapilir. Biitiin tiiplerin absorbanslar 6lgiiliir (A2).

Hesaplama
(A2s-A1s)

Csta- ——— X Cgqq = UIBC (pg/dl)
(AZStd'Alstd)

TIBC (ug/dl) = Serum demir + UIBC
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5.Kanda Kalsiyum tayini
DENEY 5.1Clark-follip metodu

Serumdaki kalsiyum amonyum oksalat eklenmesiyle kalsiyum oksalat seklinde ¢oktiirtiliir.
Amonyum oksalat’in fazlasi seyreltik amonyum hidroksit ile yikanarak uzaklastirilir.
Sulfirik asit eklenmesiyle kalsiyum oksalattan meydana gelen okzalik asit potasyum
permanganat ile titre edilir ve buradan kalsiyum miktarina gegilir.

Malzemeler:

Serum

%4’liikk amonyum oksalat

Sulfurik asit ¢ozeltisi: 28 ml siilfiirik asit 1 L’ye tamamlanr.

0.01 N potasyum permanganat: Once 0.1 N potasyum permenganat hazirlanir. 1 litrelik balon
jojeye 3.2 g kat1 KMnOa ( Merck 1.05080) tartilir. Uzerine 700 mL saf su eklenerek kaynama
sicakliginin (70°C) altinda 5 dakika isitilir. Daha sonra 1 litrelik balonjoje hacim gizgisine
kadar saf su eklenerek tamamlanir. Ve ¢ozelti bu sicaklikta yarim saat bekletilir.

Indirgenme neticesinde olusan MnO siiziilerek almir. Siizme islemi cam krozede yapilir.
Kullanilan malzemelerin ¢ok temiz olmasina dikkat edilir. Hatta malzemeler kullanilmadan
once bir miktar permanganat ¢ozeltisi ile ¢alkanarak ¢ozelti atilir.

%2’lik amonyum hidroksit: 2 ml amonyum hidroksit saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.

Yapihsi: 8-10 ml kan almnir. Pthtilasmaya birakilir, santrijiij edilerek serum ayrilir. Iki
adet santrifiij tiipli alinir, 1.sine 2 ml saf su, 2 ml serum ve 1 ml %4’liik
amonyum oksalat konur. 2. tiipe serum yerine saf su konup diger reaktifler
aynen eklenir. 1.tlp bilinmeyen, 2. tlp te kor deneydir.Tupler iyice karigtirtlir.
30 dakika beklenir. Bu siire icinde serumdaki kalsiyum kalsiyum oksalat
halinde ¢okelir. Ttpler 1500 devirde 5 dakika santriftj edilir, Gstteki berrak
kisim alimip atilir. Tiipler 2 dakika bas agag: tutularak siiziilmesi beklenir.
TUpUn agzinda kalan siizge¢ kagidina emdirilir. 1 mI’lik bir pipet yardimiyla
%?2’lik amonyum hidroksit ¢ozeltisi tiip dibindeki ¢okelek {izerine iiflenerek
cokelek pargalanir ve tiiplin cidar1 da ayni1 soliisyonla yikanir. Bu amagla
kullanilacak olan amonyum hidroksit ¢ozeltisi 5 ml’dir. Tiipler tekrar santrifiij
edilir. Ustteki berrak siv1 alinip, atilir. 2 dakika tiipler bas asag1 tutulur. Agiz
kisminda kalan siizge¢ kagidina emdirilir. Tekrar 5 ml amonyum hidroksit
cozeltisi ile yikanr, tekrar santrifiij edilir. Ust kisim atilir, ayn1 sekilde ters
cevrilerek kurutulur. Cokelegin iizerine 2 ml siilfiirik asit ¢ozeltisi konur.
Cokelek silkeleyerek pargalanir ve siilfiirik asitte ¢oziinmesi saglandiktan
sonra kaynar suda 1 dakika tutulur. Bu siirenin sonunda tiipler ¢ikarilir ve sicak
iken 0.01 N potasyum permanganat ile 1 dakika dayanan hafif pembe renk
goriilesiye kadar titre edilir. Tlk 6nce kor tiip, sonra drnek tiip titre edilmelidir.

Hesabi: 1 ml 0.01 N potasyum permanganat 0.2 mg kalsiyum’a karsilik gelir. 2 ml serum
Kullanildigindan her 100 ml serumda mg olarak kalsiyum

(X-b)x0.2x50= (X-b)x10

olur. X= serum i¢in sarfedilen 0.01 N potasyum permenganat ml’si
b= kor i¢in sarfedilen 0.01 N potasyum permenganat ml’sidir.
Normal degeri %9-11 mg’dir. Bu deger 4.5-5.5 mEq/L’ye esdegerdir.
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6.idrarda KALSIYUM tayini
DENEY 6. 1 Sulkowitch testi

Idrardaki kalsiyumun kalsiyum oksalat seklinde ¢kmesi esasina dayanir.

Malzemeler:

Sulkowitch ayiraci

Okzalik asit 2.5 ¢

Amonyum okzalat 2.5 g

Glasiyal asetik asit 5 mL

Saf su ile 150 mL’ye tamamlanir.

Deneyin Yapilist: 5 ml idrar alinir ve sulkowitch ayiraci ile karistirilir. Bulaniklik ve ¢okme

olup olmadig1 gozlenir.

Yorum: Cokme yok..............ooo Normal degerin altinda kalsiyum atilimi
Hafif ¢okelme........................... Normal kalsiyum atilimi
Siit gibi goriiniim........................ Hiperkalsiiiri
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DENEY 7. KANDA SODYUM TAYINi

Malzemeler:

Filtrat Ayiraci: Uranil asetat ve Magnezyum asetat

Asit Ayrrag: Seyreltik asetik asit

Sodyum Renk Ayiraci: Potasyum ferrosiyaniir

Sodyum Standardi: 150mEq/L konsantrasyondaki sodyum ¢ozeltisi

Deneyin Yapilisi: 3 tiip alinarak standart, kor ve 6rnek olarak kodlanir.

Ornek Standart Kor
Serum 1ml - -
Standart - 1ml -
Filtrat Ayirag 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
Saf su - - 1ml

Biitiin tiipler 3 dakika kadar karistirilir. Ardinda 10 dakika 1500 devirde santrifiijlenir. Ustteki
stvilardan 0.05 ml alinarak asagidaki pipetlemeler yapilir:

Ornek?2 Standart2 Kor
Ornek1 1ml - -
Standartl - 1ml -
Asit Ayiraci 2ml 2ml 2ml
Korl - - 1ml
Renk Ayiraci 1ml 1mil 1ml

550 nm’de spektrofotometre saf su ile sifirlanir. Biitiin tiiplerin 550 nm’de absorbanslari
okunur.

Hesaplama

Akor-Adrmek
x Cstd= C Omek

Aksr-Astd
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DENEY 8. KANDA POTASYUM TAYINI

Serumdaki potasyum miktar1 sodyum tetrafenilbor ile koloidal siispansiyon olusturularak
saptanir. Olusan bulaniklik 6rnekteki potasyum miktari ile iligkilidir.

Malzemeler:
Potasyum Ayiract: Sodyum tetrafenilbor
Potasyum Standardi: 4mEg/L konsantrasyondaki potasyum ¢ozeltisi

Deneyin Yapilist: 3 tiip alinarak standart, kor ve 6rnek olarak kodlanir.

Ornek Standart Kor
Serum 0.02 mi - -
Standart - 0.02 ml -
Potasyum 2.5ml 2.5ml 2.5 ml
Ayirag
Saf su - - 0.02 ml

Buitun tupler 3 dakika kadar oda sicakliginda bekletilir. Ardindan 500 nm’de kore karsi kor ile
sifirlama yapilir. Absorbanslar 6l¢uldr.
Hesaplama

_As X Csq=Cs(mEg/L)
Astd
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DENEY 9. KANDA MAGNEZYUM TAYINIi

Serumdaki magnezyum miktar1 alkali ortamda kalmajit (calmagite) ile olusturdugu kirmizi
renkli kompleks bilesigin absorbansinin 530 nm’de 6l¢iilmesi ile bulunur.

Malzemeler:

Magnezyum Tampon Ayiract: 2-Etilaminoetanol, potasyum siyanir, EDTA
Magnezyum Renk Ayiract: Kalmajit (Calmagite)

Magnezyum Standardi: 2 mEq/L konsantrasyondaki magnezyum ¢ozeltisi

Deneyin Yapilist:
Ayiracin Hazirlanisi: 10 hacim renk ayiraci + 1 hacim tampon ayiract
3 tiip alinarak standart, kor ve 6rnek olarak kodlanir.

Ornek Standart Kor

Ayirag 1ml 1ml 1ml
Serum 10 pl - -
Standart - 10 pl -

Biitiin tiipler 5 dakika kadar oda sicakliginda bekletilir. Ardindan 530 nm’de kore kars1 kor ile

sifirlama yapilir. Absorbanslar 6lgiiliir.

Hesaplama

Ais X Csg = Cs (MEQ/L)

Astd
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DENEY 10.idrarda inorganik fosfor tayini

Idrarda bulunmasi olasi proteinler triklorasetik asit ile ¢oktiiriiliirler. Siiziintiiye molibdik
stilfiirik asit ayiraci eklendiginde once fosfomolibdat olusur, iizerine indirgen 6zellikteki kalay
kloriir eklenmesiyle mavi bir renk ortaya ¢ikar.

Malzemeler:
Idrar
%10’luk TCA ¢ozeltisi
Standart fosfat stok ¢ozeltisi: 1L’1ik balon jojeye 0.4394 g KH2POj4 konur,
bir miktar suda ¢ozulerek 1 L’ye tamamlanir, 1-2 damla kloroform eklenir.
Seyreltik standart fosfor ¢ozeltisi: 10 ml standart fosfat stok ¢ozeltisi saf su
ile 100 ml’ye tamamlanir. 1-2 damla kloroform eklenir.
%?7.5’Iuk sodyum molibdat ¢ozeltisi: 7.5 g sodyum molibdat bir miktar
suda ¢oziillir ve 100ml’ye tamamlanir.
Molibdik-stilfiiriik asit ayiract: 50 ml %7.5’luk sodyum molibdat ¢6zeltisi
ile 50 ml siilfiirik asit karistirilir.
Stok kalay kloriir ¢ozeltisi: 11 g kalay klortir 25 ml derisik HCI’de ¢oziiliir.
Seyreltik kalay Kkloriir ¢ozeltisi: 1.5 ml stok kalay klorir ¢ozeltisi saf su ile
200 ml’ye tamamlanir.

Yapihsi: Bir tiipe 1/10 oraninda seyreltilmis idrardan konur. Uzerine 4 ml TCA eklenir,
karigtirilir. 1-2 dakika bekleyip, siiziiliir. Bu siiziintiiden 2 ml alinir. Bu
calisacagimiz ornektir. 3 tiip alinarak asagidaki gibi pipetlenirler.

Ornek tiipi Standart tiipu Kor tipu
Idrar Siiziintiisii 2ml - -
Std Fosfat Cozeltisi - 2ml -
Saf su 5ml 5mi 5ml
Molibdik-H2SO4 2ml 2ml 2ml
Sey Kalay klor(r 1ml 1ml 1ml

15 dakika beklenir ve 460 nm’de okunur.

Hesabr:

Ornegin absorbansi

x5=%.......... mg/100 ml idrar
Standardyn absorbansi

ocuklarda %4-6 mg, yetiskinlerde %2.5-4.5 mg’dir.
C g, yetis g




25

DENEY 11.kanda inorganik fosfor tayini

Kanda bulunmasi olasi proteinler triklorasetik asit ile ¢oktiiriiliirler. Siiziintiiye molibdik
stlfiirik asit ayiraci eklendiginde dnce fosfomolibdat olusur, lizerine indirgen 6zellikteki kalay
kloriir eklenmesiyle mavi bir renk ortaya ¢ikar.

Malzemeler:

Idrar

%10’luk TCA ¢ozeltisi

Standart fosfat stok ¢ozeltisi: 1L’lik balon jojeye 0.4394 g KH2PO4 konur, bir miktar suda
coziilerek 1 L’ye tamamlanir, 1-2 damla kloroform eklenir.
Seyreltik standart fosfor ¢ozeltisi: 10 ml standart fosfat stok ¢ozeltisi saf su ile 100 ml’ye
tamamlanir. 1-2 damla kloroform eklenir.
%?7.5’Iuk sodyum molibdat ¢ozeltisi: 7.5 g sodyum molibdat bir miktar suda ¢ézulur ve
100ml’ye tamamlanir.
Molibdik-stilfiiriik asit ayiract: 50 ml %7.5’luk sodyum molibdat ¢6zeltisi ile 50 ml siilfiirik
asit karistirilir.
Stok kalay klortir ¢ozeltisi: 11 g kalay kloriir 25 ml derisik HCI’de ¢ozUlur.
Seyreltik kalay kloriir ¢ozeltisi: 1.5 ml stok kalay kloriir ¢ozeltisi saf su ile 200 ml’ye
tamamlanir.

Yapilist: 6 adet 50 ml’lik erlen numaralandirildiktan sonra agagidaki tablodaki gibi

pipetlenir:
Kullanilacak | 1 11 v Vv Vi
Ayiraclar
Std Fosfat Cozeltisi 0 0.5ml Iml | 15ml| 2ml | 3ml
Saf su 14ml | 135ml | 13ml | 125ml | 12ml | 11 ml
Molibdik-H,SO4 4 ml 4 ml 4 ml 4 ml 4ml | 4ml
Sey Kalay Klor(r 2mi 2 mi 2 mi 2 mi 2ml | 2ml

Her erlen sirasiyla kanda %0; 2.5; 7.5; 10; 15 mg inorganik fosfor konsantrasyonlarini temsil
etmektedir. Erlenler 15 dakika bekletilirler. Kor olarak saf su ile sifirlama
yapilir. Standart numunelerin 520 nm’de absorbanslar1 okunur.

1 ml serum {izerine 4 ml TCA eklenir, karistirilir. Birkag dakika beklendikten sonra stizilir.
Siiziintiiden 1 ml alinarak 13 ml saf su, 4 ml siilfomolibdik asit ve 2 ml
seyreltik kalay klorur ¢ozeltisi konur. Karistirilir, 15 dakika beklenir. 520
nm’de Ol¢iiliir.

Hesabi: Standart icin dlgiilen absorbanslara kars1 konsantrasyon grafigi cizilir. Ornek igin

okunan absorbans grafikte isaretlenir. Ve buna karsilik gelen deger bulunur.
Bu deger 6rnegin yaklasik konsantrasyon degeridir.

Normalde yetiskinlerde serum inorganik fosfor diizeyi %2.5-4.5 mg’dur.
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12.idrarda nitel Kloriir tayini
DENEY 12. 1 FANTUS testi

Idrardaki kloriiriin giimiis nitrat ile giimiis kloriir seklinde ¢oktiiriilmesi esasina
dayanir.Tepkimenin bitis noktas1 potasyum kromat ile kirmizimsi giimiis kromat ¢okeleginin
olugmaya baslamasi ile saptanir.

Malzemeler:

%20’lik potasyum kromat ¢ozeltisi

%2.9’luk glimiis nitrat ¢ozeltisi

Deneyin yapilist: Deney tiipline 10 damla idrar ve 1 damla potasyum kromat ¢ozeltisi
indikator olarak konur. Gilimiis nitrat ¢ozeltisinden esmer renk olusuncaya kadar damlalar
halinde katilarak damla sayis1 belirlenir.

Yorum: Harcanan giimiis nitratin damla sayis1 idrardaki kloriir miktarin1 g/L olarak verir.

13. AMI BELIRTECLERI
DENEY 13.1CK Tayini

kreatin fosfat +ADP CK Kreat|'n +ATP
ATP + D-Glikoz+ HK__Glikoz-6-P +ADP

Glikoz-6-P +NAD G-6-P DH 6-P-Glukonat + NADH + H*
_—

YAPILISTI:
Ayiracin Hazirlanmasi: Viallerdeki icerik 3 ml saf su ile ¢ozlr.

3ml ayirag tiipe konularak 37%°de 4 dakika inkiibe edilir.

Spektrofotometre 340 nm’de saf su ile sifirlanir.100 pL serum konularak karistirilir ve 2
dakika daha 37%de inkiibe edilir. 2 dakika sonra &lgiim yapilir. daha sonra drnek tekrar
tiipe aktarilarak 37%°de inkiibe edilip tekrar 6l¢iim yapilir. Bu islem 3. dakika icin de
tekrarlanir. Elde edilen absorbanslarin fark ortalamasi alinir 4984 sabiti ile ¢arpilir.

IU/L = AA/dak x 4984
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DENEY 13.2 TROPONIN I TAYINI

cTnl tek adimda troponin I test cihazi tam kan serum veya plazmada cTnl tespitine yonelik
kalitatif membran bazli immunolojik testtir. Membran testin test ¢izgisi bolgesi Uzerinde
yakalama reaktifi ile 6nceden kaplanmistir. Test sirasinda tam kan serum veya plazma
numunesi anti-ctni antikorlariyla kapl partikiille tepkimeye girer. Karisimmembraniizerindeki
yakalama rektifi ile tepkimeye girmek ve renkli bir ¢izgi olusturmak i¢in kromatografik
olarak kilcal hareket vasitasiyla membran lizerinde yukar1 dogru tasinir. Test ¢izgisi
bolgesinde bdyle bir renkli ¢izgi olmasi pozitif bir sonuca isaret ederken olmamasi negatif bir
sonuca isaret eder. Kontrol ¢izgisi bélgesinde prosedir kontrolu olarak yeterli miktarda érnek
uygulandigin1 ve membrandan gegisin ger¢eklestigini belirten renkli bir ¢izgi gorunecektir.

Malzemeler: Test cihazi anti-ctnl antikoru kapl partikiilleri ve membran iizerine kapl
yakalama reaktifini icerir.
Yapihisi:

1. Test cihazini temiz ve diiz bir yiizeye yerlestirin.

2. Serum ve palzma Ornekleri i¢in: damlalig1 dik tutun ve test cihazinin numune
kuyucuguna 2 damla serum veya plazma aktarin (yaklasik 50pul) ve ardindan stire
Olceri baslatin.

3. Damardan alinmis tam kan 6rnekleri icin: damlalig dik olarak tutun ve 3 damla tam
kan1 (yaklasik 75ul) 6rnek kuyucuguna aktarin ardindan 1 damla tampon(yaklasik
40ul)ekleyin siire 6lgeri baglatin.

4. Parmaktan alinan tamkan 6rnekleri i¢in: damlalig1 dik olarak tutun ve 3 damla tam
kan1 (yaklasik 75ul) 6rnek kuyucuguna aktarin ardindan 1 damla tampon(yaklasik
40ul)ekleyin siire 6lgeri baglatin.

5. Sekil 1 ‘e bakarak sonucu yorumlayin.

SEKIL 1. TEST SONUCUNUN YORUMLANMASI

J 2 Damla Serum veya Plazma 3 Damla Damardan 3 Damla Parmaktan

{linmis Tam Kan Alman Tam Kan

; 1 Damla Tanpon < {“35 ) 1 Damla Tampon

© =3 © =

Pozitif Negatif Gegersiz

/

i

(T8

\

A 4
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14.TUMOR BELIRTECLERI
DENEY 14.1 KANDA ACP TAYINI

a-naftilfosfat + H,O—————  a-naftol + Inorg.P
a-naftol + Fast Red TR——— Diazo boyasi (kromofor)

MALZEMELER:
ACP AYIRACTI: a-naftilfosfat, SODYUM SITRAT
L-TARTARAT AYIRACI: L-TARTARAT, SITRIK ASIT, SODYUM SITRAT
ASETAT TAMPONU:5M,PH:5
DURDURUCU SOLUSYON: 5 N SODYUM HIDROKSIT
KALIBRATOR
AYIRAC HAZIRLAMA: ACP ayrraci tizerindeki etikette yazdigi miktarda saf su ile
cozuldr.
L-Tartarat ayiraci 5 ml saf suda ¢oziiliir. Eger ¢coziilmiiyorsa biraz 1sitilir.
Kalibrasyon ¢ozeltisi 5 ml saf su ile ¢ozulur.
Asetat tamponu kullanima hazirdir.
Durdurucu soliisyon kullanimdan 6nce 10 kez sulandirilmalidir.
Yapilist:
Total ACP tayini
3 tiip alinarak “Kor”, “Standart”, “Ornek” olarak etiketlenir.
Biitiin tiiplere 1’er ml ACP ayiraci konur.
Spektrofotometre 405 nm’de saf su ile sifirlanir. Ornegin ve standardin konulacag
kiivetler 379 de inkiibe edilir. 15-30 saniye sonra drnek tiipiine 100 ul érnek konur,
karistirilir, 10 dakika 37%°de inkiibe edilir. Daha sonra her tiipe 2’ser ml durdurucu
soliisyon eklenerek karistirilir. 15-30 saniye sonra 405 nm’de 6rnek ve standart tiipleri
okutulur.
NON-PROSTATIK ACP TAYINI
3 tiip almarak “Ko6r”, “Standart”, “Ornek” olarak etiketlenir.
Biitiin tiiplere 1’er ml ACP ayiraci konur.
Biitiin tiiplere 10’ar pl L-Tartarat ayiract konur. Spektrofotometre 405 nm’de saf su ile
sifirlanir. Ornegin ve standardin konulacag kiivetler 37%°de inkiibe edilir. 15-30
saniye sonra drnek tiipiine 100 pl 6rnek konur, karistirlir, 10 dakika 37% de inkiibe
edilir. Daha sonra her tlipe 2’ser ml durdurucu soliisyon eklenerek karistirilir. 15-30
saniye sonra 405 nm’de 6rnek ve standart tiipleri okutulur.
PROSTATIK ACP TAYINI
Total ACP degerinden non-prostatik ACP degeri ¢ikarilarak bulunur.
HESAPLAMA
TOTAL ACP= 6rnegin absorbansi x standart konsantrasyonu

standardin absorbansi

Non-prostatik ACP = 6rnegin absorbansi x standart konsantrasyonu
standardin absorbansi
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DENEY 14.2 KANDA ALP TAYINI

AP
p-NPP + H,0 ----> p-nitrophenyl + HPO4 + 2H*

405 nm’de yapilan 6lgtim serumdaki ALP aktivitesini verir.

5 hacim R1 ve 1 hacim R2’den olusan ayiracimizin iginde p-nitrofenil fosfat, magnezyum
iyonlar1 ve tampon ¢ozelti vardir.

3 ml ayirag¢ 37°C’de inkiibe edilir. Spektrofotometre su ile 405 nm’de sifirlanir. 75ul 6rnek
ayraca eklenir, karistirilir. 1 dakika sonra absorbansi 6lgiiliir. Igerik tekrar tiibe konarak 1
dakika daha 37°C’de inkiibe edildikten sonra sonraki iki dakika i¢in de absorbans 6lguliir.

Dakika bas1 absorbans farklar1 dl¢iiliir. (AA/dak) Bu deger 2187 sabiti ile carpilir.
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