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Vyndlez se tykd tinidla k soutasnému stanoveni po&tu trombocytl a leukocytd.

Predmétem vyndlezu je €inidlo obsahujici aceton a formaldehyd nebo glutaraldehyd,
minerdlni soli a barviva, které je vhodné k souZasnému stanoveni po&tu trombocytd a leuko-

cytd z plné krve normdlni mikroskopickou cestou.

Je znédmo, Ze stanovovdni po&tu trombocytl a po&tu leukocytl spadd do rozsahu standard-
nich metod klinickych laboratofi. Potiténi trombocytd se mGZe provadét rtznymi metodami:

1. Elektronické poZitdni &dstic pomoci automatt vyvinutych pro po&{ténf trombocytdt. I kdy¥
je metoda rychlé a jednoduchd, je nutno opatfit velmi drahé ptistroje. Tato metoda neni
vzdy vhodnd k ndhradé mikroskopického stanovovéni. Reprodukovatelnost tohoto postupu je
rovnéZ hord{ neZ reprodukovatelnost mikroskopického po&{tdni.

2. Potitdni trombocytd pomoci mikroskopu s fdzovym kontrastem za pouziti roztoku obsahuji-
ciho kokain nebo novokain nebo nékterého jiného roztoku pro po&iténi trombocytl. K pro-
vddéni tohoto postupu je nepostradatelnym mikroskop s fdzovym kontrastem. Dalid{ podstat-
nd nevyhoda spotivd v tom, Ze metoda je pro persondl provadgjici pokusy Unavnd, naméha-
vd a 5kodlivd pro o¢i, zejména pfi vysokém poétu pokust.

3. Stanovenim po&tu trombocytl metodou barveni. Tento postup je nejjednoduddi a miZe se
provédét pomoci mikroskopu. Podle dnes pouZivanych metod se jako barvivo pouzivd krysta-
lovd violet (gencidnov4 viole{; chemicky ndzev: hexamethyl-p-rosanilin-hydrochlorid).
Vaei témto metoddm se oprdvnéné namitd, e ve srovnini se stanovenim pomoc{ fézového
kontrastu zkresluji vysledky, protoZe ne viechny trombocyty se vybarvi dobfe viditel-
nym zpGsobem.

V hematologické diagnostice pfedstavuje po&itédni leukocytl nejrozgifengji pouZivanou
metodu. Pro tento U&el je obecn& vhodny Turklv roztok, ktery se popisuje v madarském léko-
pisu (Ph. Hg. VI) a ktery se dobfe uchovdvd, neni vSak vhodny ke stanoveni poé&tu trombocy-
td. To je znadnd nevyhoda, protoze velmi &asto je nutné spole&né provéddéni obou téchto roz-
§ifenych laboratornich pokust. Ke stanoveni poé&tu trombocytlt a padtu leukocytd z plné krve
pomoc! normdlniho sv&telného mikroskopu je potfebny roztok barviva, ktery

a) vyvold dplnou hemolyzu erythrocytd bez sniZeni pottu trombocytd a po&tu leukocytt;

b) fixuje jak trombocyty, tak i leukocyty a

c) obsahuje takové barvivo, které je na shora uvedené &dstice vdzdno s vysokou afinitou
a timto zpdsobem je fixovéno v normdlnim svétle.

Roztok, ktery splﬁuje prvni dva ze shora uvedenych poZadavkl, je sice zndm (srov.
Scand. J. Clin. Invest. 33, 121 (1974)), po&itdni trombocytd se v3ak miZe provadst jen
za pouZiti mikroskopu s fdzovym kontrastem.

Cilem vyndlezu byla vyroba roztoku barviva, jehoZ pomoc{ je moZno provadit stanovent
poc¢tu trombocytd a po&tu leukocytd z plné krve za pouziti normdlniho svételného mikrosko-
pPu a za odstranéni shora uvedenych nevyhod zndmych &inidel.

Vyndlez spofivd na pfekvapivém poznatku, ze kombinaci hemolyzujiciho a fixujfciho roz-
toku s bézickym barvivem vysoké afinity se ziskd roztok ¢inidla, ktery je vhodny pro spoled-
né stanovovadni potu trombocytd a po&tu leukocytl za pouziti normdlniho sv&telného mikro-
skopu. Shora uvedené podminky mohou byt splnény v tom ptipadé, kdyZ hemolyzujici a fixuji-
ci roztok neni s barvivem inkompatibilni, tzn. %e nevytvdfi %&dnou sraZeninu.

Vzniku mikroskopickych sraZenin se mé zamezit; takové sraZeniny mohou mit toti¥ cha-
rakter trombocytd a tim mohou zkreslovat vysledek stanoveni.

Dosud pouZivané roztoky barviva typu kresolové violeti odpovidaji shora uvedenym po-
Zadavkim jen &dstedné. Slo’ky barviva kresolové violeti v roztoku, ktery je ur&en pro po-
Citdni, maj{ totiZ slab& bdzicky charakter. Tim se trombocyty zbarvuji jen velmi mélo a
leukocyty se nejevi jednoznad&nég.

Nyni bylo podle vyndlezu zji%téno, Ze pro tento Gdel se vyte&ns hodi tzv. thiazinovd
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barviva. Barviva thiazinového typu se vyznaduji pifftomnosti dvou chromoforovych skupin.
Slougeniny thiazinového typu jiZ byly v lékafské praxi pouzivény v rGznych oborech (na-
p¥iklad k barveni bakterii, v histochemii), av8ak v odborné a patentové literatufe neexistu-
je Z&dny Gdaj o poznatku podle vynédlezu. Nejdulezit&jsimi z&stupci této skupiny slou&enin je

toluidinovd modi vzorce I
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Ptedmétem pfedloZeného vyndlezu je &inidlo k soudasnému stanoveni po¢&tu trombocytl a
pogtu leukocytl obvyklou mikroskopickou cestou, které se vyznatuje tim, Ze obsahuje 0,1
az 5 dild hmotnostnich acetonu, 0,05 a% 2,0 dflu hmotnostniho formaldehydu nebo/a glutar-
aldehydu, 0,001 aZ 0,1 dilu hmotnostniho thiazinového barviva, vyhodn& toluidinové modfi,
0,1 aZz 2,0 dilu hmotnostniho minerdln{ soli, vyhodn& chloridu sodného a do 100 dfl& hmot-

nostnich vody.

Podle vyhodného provedeni vyndlezu se &inidlo skl&d4 z 0,1 az 5,0 dilu hmotnostniho
acetonu, 0,05 az 2,0 dilu hmotnostniho formaldehydu, 0,001 a¥ 0,1 dflu hmotnostniho toluidi-
noveé modii a 0,1 aZ 2 dild hmotnostnich chloridu sodného. '

Zvléstni vyhoda barviv pouZivanych podle vyndlezu spofivé v tom, Ze tato barviva maji
velmi vysokou afinitu také via&i kyselym makromolekuldm trombocytl a leukocytd, coZ mé od-
povidajicim zplsobem za ndsledek velmi intenzivni a markantni viditelnost.

Nejddlezitéjd{ vyhoda €inidel podle vyndlezu spdéivé v tom, Ze citlivost &inidel je
podstatné vy35i ve srovndni se zndmymi &inidly. Tuto skutednost lze prokédzat nédsledujicimi
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pokusy.

Vysledky dosaZené ze vzorkd s neznédmym poltem trombocytd a leukocytd se ziskaji bé-
hem dvaceti po sob& probihajicich stanoveni po&tu trombocytd a pottu leukocytd. Pfesnost
metody po&f{tdni bun&k je uspokojujici tehdy, jestliZe standardni odchylka je men3i ne?

10 %. Pfi po&tu trombocytd 218,8 G/l &in{ standardni odchylka (SD) : 5,0 a za pouziti téch-
to hodnot &ini varia&n{ koeficient (jako standardni odchylka, vyjaddtend v %) 2,28 (srov.
obr. 1). Nutno jest& uvést, Ze hodnota G/1 znamend podet trombocytl a pofet leukocytd uda-
vany v systému SI [G/l = giga(pocet bunék)/litr = poget bungk x 109], viz srovndni s obr.
1.

Pot{tén{ trombocytd a leukocytl se provddi pomoci{ reagen&niho roztoku podle pfikladu
1 zplsobem popsanym v pifikladu 2. K mé&fen{ se pouzivéd téhoZ roztoku Zzilni krve a jednotli-
véd méfen{ se dvacetkrdt opakuji. Hodnoty po&tu buné&k ziskané pti jednotlivych méfenich vy-
jédfené v jednotkédch G/1 (G/1 = giga /109/ poget bun&k/litr) byly vyneseny na obr. 1. Jak
lze z tohoto obr. odedi{st, kolisaj{ nam&fené hodnoty mezi 210 G/1 a 230 G/1; z té&chto (da-
3t vypo&tend pramérné hodnota (x) &in{ 218,8 G/1. Standardni edchylka (SD) mé&fen{ &ini
I 5,0; varia&ni koeficient (CV) vyjadfeny v % standardnf odchylky &ini 2,28. Ciselné Gda-
je uvedené na ose pofadnic na obr. 1 znamenaj{ hodnoty po&tu bungk v G/1; na ose pofadnic
jsou uvedeny odchylky, které odpovidaji dvojndsobku hodnoty standardni odchylky (+2 SD,
popf. -2 SD) a trojnédsobku hodnoty standardn{ odchylky (+3 SD, popf¥. -3 SD).

Optimdln{ chyba pti po&{tdn{ leukocytl &in{ pti stfedn{i hodnoté 5,08 G/1, SD = t0,042,
co? odpovidd varia&nimu koeficientu 0,8 %, viz srovndni s obr. 3.

Hodnoty ziskané pfi 20 paralelnich méfenich poétu leukocytl jsou zndzornZny na obr. 3.
Interpretace symboll X, SO, CV a &iselnych hodnot uvedenych na ose pofadnic na obr. 3 je
stejnd jako v pfipadé& obr. 1.

Pro srovndni se v pfipad& potitédni trombocytd roztok &inidla podle vynédlezu porovndvéa
s ptipravkem zndmym na trhu pod obchodnim ndzvem THRDMB[]FIXR uréenym pro potitédni trombo-
cytl a v pf{pad® po&ftdnf leukocytd se porovndvé s Turkeho roztokem. THRDMBOFIXR je vyrob-
kem firmy Godecke, NSR a jeho chemické slo?enf nen{ zndmo. Pod timto oznadenim se v3ak b&z-
né vyskytuje na trhu. Srovndvac!{ pokusy se provéddéjil za pouZiti krve 41 pacientd, pricem?
se paralelné stanovuje polet trombocytd a polet leukocytd.

Vysledky se uvad&jl v Descartesové soufadnicovém systému, viz srovndni s obr. 2 a 4.
Korelace mezi ob&ma metodami a standardni parametry (a,b) funkce y = ax + b, popisujici
korelace, se uréuji pomoci potitade (Hewlett-Packard HP-90).

Pfi po&itdni trombocytl je korelace (r) = 0,927; linedrni funk&ni zdvislost mezi obé-
ma metodami se mOZe vyjddfit rovnic{ y = 1,05 x - 0,94; y = vysledek ziskany s roztokem ur-
genym pro po¢f{tdni trombocytd podle vyndlezu; x = vysledek ziskany za pou?iti pi¥ipravku
THROMBOFIXR, viz obr. 2.

Je mozno zjistit, Ze polet trombocytl ziskany s roztokem £inidla podle vyndlezu, je
asi o 5 % vy55{ neZ potet trombocytd, ktery byl zjisté&n ze stejného vzorku za pouZit{
p¥fpravkuy THROMBOFIXR. '

Vzhledem k charakteru stanoveni nepfichdz{ naméfeni vy35{ich hodnot v Gvahu. Ziskany
rozd{l je moZno pfipsat na vrub skutednosti, Ze sloZka barviva roztoku &inidla podle vyné-
lezu md ke kyselym skupindm makromolekul trombocytd podstatné vyssf afinitu a tim md obraz
vyraznégj3{ kontrasty a miZe se 1épe postfehnout. Za pouZiti roztoku &inidla podle vyndlezu
je moZno rovn&Z eliminovat ni?$1 hodnoty, systematicky dosahované pfi pouZivédni zndmych
roztokd barviv. "

Nutno uvést, ze pfi pouZitf pifipravku THRUMBOFIXR se i pfi préci s mikroskopem s fé-
zovym kontrastem dosahuje podobn& niz&ich vysledkd oproti vysledkim skute&nym.

Pfi po¢itdni leukocytl vykazuje metoda podle vynélezu s Turkeho roztokem korelaci
r = 0,959. Vztah lze vyjadtit linedrn{ funkec{ y = 0,97 x + 0,23. To ukazuje na skute&nost,

N T N e
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7e mezi obéma postupy neexistuje statisticky vyznamn&j3i rozdi{l.

Dalsi podrobnosti vyroby a pouZiti roztoku €inidla podle vyndlezu jsou cbsaZeny
v ndsledujicich pfikladech. Uvedené pfiklady v&ak rozsah vyndlezu v iédqém sméru neomezu-
31 .

U¢innost €inidla podle vyndlezu je zndzorn&na pomoci vykresl, kde na obr. 1 &iselné
Gdaje uvedené na ose pofadnic znamenaji ddaje po&tu bungk v G/1; na ose pofadnic se uvédé-
ji odchylky, které odpovidaji dvojndsobku hodnoty standardni odchylky (+2 SD, popf. -2 SD)
a trojnédsobku hodnoty standardni odchylky (+3 SO, popf. -3 S0), na obr. 2 na ose pofadnic
se uddvd pocet trombocytd (G/1) zjisté&ny pomoci roztoku k po&itdni podle vynidlezu; na ose
Usetek se uddvd pocet trombocytd (6/1) zjisté&ny pomoci zndmého srovndvaciho pfipravku
THROMBOFIXR, obr. 3 zndzornuje hodnoty ziskané z 20 paralelnich m&feni pfi po&fténf leuko-
cytt, prifemZ &Iselné ddaje uvedené na ose pofadnic oznadujl po&et bun&k v G/1; CV znamend
variagni koeficient, SD standardni odchylku a X oznaduje pramérnou hodnotu, na obr. 4 na
ose pofadnic se uddvd polet leukocytt (6/1) zjistény pomoci roztoku k poitdni podle vynd-
lezu; na ose Usefek se uddvd po&et leukocytd (G/1) zjistény pomoci Turkeho roztoku.

Pfiklad 1

Roztok pro poc¢iténi

200 ml 0,9% roztoku chloridu sodného pripraveného za pouziti{ destilované vody se smi-
si s 5 ml 35% formaldehydu a se 770 ml deionizované destilované vody. Po intenzivnim pro-
michdn{ se v roztoku rozpust{ 100 mg toluidinové modii jako barviva. Ziskany roztok se
filtruje pres sklengny filtr G-4. Po pfiddni 25 ml acetonu musi zlstat roztok &iry a pros-
ty tdstic.

P#fklad 2

Stanoveni pogtu trombocytd a po&tu leukocytd v #ilni krvi upravené antikoagula&nim prostfed-
kem

Krev se dCelné upravi ethylendiamintetraoctovou kyselinou jako antikoagulaénim prostfed-
kem, nebot v piitomnosti ethylendiamintetraoctové kyseliny nedochdzi ani k minim&lnimu vy-
lucovéni trombocytd. Po odbéru krve se pomoci ethylendiamintetraoctové kyseliny upravi kon-
centrace ethylendiamintetraoctové kyseliny ptedchozim piikapdnim vodného zdkladniho rozto-
ku dinatriumethylendiamintetraoctové kyseliny ve zkumavkéch z plastické hmoty na 2 mg/ml.
Srdzeni krve lze rovnéZ zamezit pou?itim 3,3% roztoku trinatriumcitrétu v destilované vodég.
Pri odb&ru krve v kanyle z plastické hmoty &ini pomdr 9 dfld krve ku 1 dilu citrdtu.

Provddéni postupu:

K 25 ul venozni krve upravené prostfedkem zabranujicim srd’eni se ve zkumavce z plas-
tické hmoty pfidd 475 pl potitaciho roztoku a smés se ponechd bez michani v klidu 15 minut
pfi teploté mistnosti. Po&itdn{ trombocytid a leukocytt se mus{ provést bshem 6 hodin. Pfed
potitdnim se roztok znovu promichd, nakape se do Burkerovy komirky a ve vlhké komlrce se
nechd sedimentovat 10 minut.

a) Pogitdni trombocytd

Soufet poétu trombocytd napo&itany v 10 obdélnicich Burkerovy komirky se ndsob{ 2
(pfi pouziti ethylendiamintetraoctové kyseliny k zabrénéni sréeni), popfipad® 2,2 (pfi
pouziti citrdtu k zabrédnéni srdzeni). Podet trombocytly se ziskd v G/1.

b) Pogitani leukocytd

Potet leukocytd, zjigtény ve &tyfech, tfemi &arami vymezenych &tvercich, se d&li 18
(nebo se nédsobf 0,055) v piipadé poufiti citrdtu k zabransni srdZeni, popfipadé se d&lf 20
(nebo ndsobi 0,05), v ptipadé pouziti ethylendiamintetraoctové kyseliny jako prostiedku
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k zamezeni srédZenf{. Polet leukocytd se ziskd v G/1.

PEiklad 3

Stanoveni poétq_trombocyto a pottu leukocytl z kapilérni krve

Dezinfikovand 3picka prstu nebo pata se napichne, prvni kapka krve se otfe a potom
se do pipety nasaje 25 ul krve pomoci stficky z plastické hmoty (typ: napfiklad Finnpipette,
Gilson nebo Eppendorf atd.). Toto mnoZstvi krve se odm&f{ do zkumavky z plastické hmoty,
kterd obsahuje 25 ul roztoku ethylendiamintetraoctové kyseliny o koncentraci 2 mg/ml. Poté
se dobfe promisf{ s antikoagula&nim prostfedkem. Po pfiddn{ 450 ul po&itaciho roztoku a po
dikladném protfepdni se roztok ponechd v klidu pfi teplot& mistnosti alespon 15 minut a po
op&tovném promichdni se nakape do Burkerovy komtrky a ve vlhké komiéirce se ponechd 10 minut
sedimentovat.

Potet trombocyth a potet leukocytd se urduje podobnym zpdsobem jako v pfipadd krve
upravené prostfedkem proti srdzeni. Pfi stanoveni po&tu trombocytd &inf faktor, kterym se
ndsobf, 2. Pfi po&itdni leukocytd se musi ziskand hodnota d&lit 20.

Priklad 4

Postupuje se jako v pffkladu 1 s tim rozdilem, e se misto formaldehydu pouZije 80 g
25% glutaraldehydu.

PREDMET VYNALEZU

Cinidlo k souasnému stanoveni podtu trombocytd a leukocytd normdlni mikroskopickou
cestou za pou?iti sv&telného mikroskopu, vyznatujic{ se tim, Ze obsahuje 0,1 a? 5 dill
hmot. acetonu, 0,05 aZ 2,0 dilu hmot. formaldehydu a/nebo glutaraldehydu, 0,001 a? 0,1
dflu hmot. thiazinového barviva, napfiklad toluidinové mod¥i, 0,1 a? 2,0 dilu hmot. mine-
rdin{ soli, naptffklad chloridu sodného a do 100 dild hmot. vody.

4 vykresy
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