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bestimning av antalet trombocyter och leukocyter

(57) Tiivistelmi

Keksinnbdn kohteena on reagenssi trombosyytti- ja
leukosyyttiluvun mairittémiseksi samanaikaisesti
normaalin valomikroskoopin avulla. Reagenssi
sis#lths keksinndn mukaan 0,1 - 5 paino-osaa ase-
tonia, 0,05 - 2,0 paino-osaa formaldehydi¥ tal
glutaarialdehydi4, 0,001 - 0,1 paino-osaa tiatsii-
niviriainetta - edullisesti toluidiinisinistd, -
0,1 - 2,0 paino-osaa mineraalisuolaa, edullisesti
natriumklioridia ja 100 paino-osaan asti vettéH.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser en reagens f&r bestémning sam-
tidigt av trombocyt- och leukocyttalen med hjélp
av ett vanligt 1jusmikroskop. Reagensen inneh8ller
enligt uppfinningen 0,1 -5 viktdelar aceton,

0,05 - 2,0 viktdelar formaldehyd eller glutaralde-
hyd, 0,001 - 0,1 viktdelar tiazinfirgimne - fdre-
traédesvis toluidinblltt, - 0,1 - 2,0 viktdelar mi-
neralsait, fSretridesvis natriumklorid och resten
(till 100 viktdelar) vatten.
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Reagenssi trombosyytti- ja leukosyyttim&&rén miidrittdmiseksi

Keksinndn kohteena on reagenssi trombosyytti- ja leukosyyt-
tim&&rin misritddmiseksi ja menetelmd sen valmistamiseksi.

Keksinndn kohteena on trombosyytti- ja leukosyyttim&drén sa-
manaikaista mi#ritystd varten tédysverestd normaalin valomik-
roskoopin avulla sopiva, asetonia ja formaldehydii tai

glutaarialdehydié, mineraalisuoloja ja viriaineita sisiltdvid

reagenssi.

On tunnettua, ettd trombosyytti- ja leukosyyttimddréa kuuluu
kliinisten laboratorioiden standardimenetelmien piiriin.
Trombosyyttilaskenta voidaan suorittaa erilaisten menetel-

mien mukaisesti:

1) Elektroninen hiukkaslaskenta trombosyyttilaskentaa
varten kehitetyilld automaateilla. Vaikka téma
menetelmi on nopea Jja yksinkertainen, on hankittava
hyvin kalliita instrumentteja. T&md menetelms ei sovi
mikroskooppisen miirityksen korvikkeeksi. Tédmén mene-
telmin toistettavuus on myds huonompi kuin mikroskoop-
pisen laskimen.

2) Trombosyyttilaskenta faasikontrastimikroskoopin avulla
kiyttdmdlld kokaiini- tail novokaiinipitoista liuosta
tai jotain muuta trombosyyttilaskentaliuosta. T&mdn
menetelmd suorittamiseksi on faasikontrastimikroskoop-
pi vilttémétdn. Eris toinen olennainen haitta on se,
etti timi menetelmd on kokeita suorittavalle henkild-
kunnalle visyttdvd, rasittava ja silmid kuluttava,
etenkin kun koem#iré on suuri.

3) Trombosyyttim&irén midritys varjéysmenetelmélla. Témi
menetelmd on yksinkertaisin ja se voidaan suorittaa
mikroskoopin avulla. T#114 hetkelld k4ytettyjen mene-
telmien mukaisesti kiytetddn vdriaineena kristallivio-
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lettia (genzianvioletti; kemiallinen nimi heksametyy-
li-p-rosaliniliini-hydrokloridi). Ndiden menetelmien
Suhteen esitet#in se oikeutettu vdite, ettd nimi viy-
ristivit verrattuna faasikontrastimééritykseen, koska
kaikki trombosyytit eivit vadr jdydy hyvin ndkyvdlli ta-
valla.

Hematologisessa diagnostiikassa on leukosyyttilaskenta laa-
jimmin kdytetty menetelms. Unkarilaisessa farmakopeassa
(Ph.Hg.VI) esitetty turkinliuos on t&hdn tarkoitukseen ylei-
simmin sopiva ja se on osoittautunut hyvdksi, mutta se ej
Sovellu kuitenkaan trombosyyttimisrsn mddrittéimiseksi, Tamg
on tdrkesi haitta, koska molempien laajasti kdytettyjen labo-
ratoriokokeiden yhteinen suoritus olisi hyvin usein tarpeen.
Trombosyytti- Ja leukosyyttimisirin mddrittimiseksi
tdysverests normaalin valomikroskoopin avulla tarvitaan vi-
riaineliuos, Jjoka

a) Saa aikaan erytrosyyttisen tdydellisen hemolyysin
vihentimitty trombosyytti- ja leukosyyttiméﬁréé;

b) kiinnittisi seki trombosyytit ettd leukosyytit; Jja

c) Sisdltid4 sellaisen viriaineen, joka ei Sitoudu y114
mainittuihin muotokappaleisiin suurella affiniteetilly

ja kiinnitt4s nims td114 tavalla normaalissa valosssa.

Liuos, joka tdyttdsd mainitut ensimmiiset kaksi vaatimusta,
on tosin tunnettu ([Scand. J. Clin. Invest. 33, 121 (1974) 7,
mutta trombosyyttilaskenta voidaan suorittaa ainoastaan
kdyttims114 faasikontrastimikroskooppia.

Keksinndn tavoitteena on vdriaineliuoksen valmistus, jolla
voidaan suorittaa trombosyytti- Ja leukosyyttilaskennan mis-
ritys tdysveresty kdyttims113 normaalia valomikroskooppia Ja
eliminoimalla tunnettujen reagenssien Y118 mainitut haitat.

Keksintd perustuu sithen yll4ttivisn havaintoon, ettj yhdis-
tédm&l1y hemolysoiva-kiinnittiva liuos suureen affiniteetin
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omaavan emiksisen viriaineen kanssa saadaan trombosyytti- ja
leukosyyttimd&drin miirittimiseksi normaalia valomikroskoop-
pia kdyttden sopiva reagenssiliuos. Ylla olevat molemmat
edellytykset voidaan tdyttdd siind tapauksessa, mikdli hemo-
lysoiva-kiinnittdvd liuos ei ole yhteensopimaton vdriaineen

kanssa, so. ei muodosta sakkaa.

Mikroskooppisten sakkojen muodostus tulee viltt#d; tdllai-
silla sakoilla voi olla nimittéin trombosyyttien luonne ja
ne viidristivit siten miirityksen tuloksen.

T4dhidn asti kdytetyt kresyyliviolettityyppiset vidriaineliuok-
set vastaavat vain osittain ylld olevia vaatimuksia; lasken-
taliuoksen kresyyliviolettivériainekomponenteilla on nimit-
tdin heikosti em#ksinen luonne; tisti syystd trombosyytit
vir jiti4n vain heikosti ja leukosyytteji ei esitetd selvis-
ti.

Keksinndn mukaisesti havaittiin, ettd nk. tiatsiinivdriai-
neet soveltuvat erinomaisesti t&hdn tarkoitukseen. Tiatsii-
nityyppisille vdriaineille on tunnusomaista kahden kromofo-
riryhmsn lisndolo. Tiatsiinityyppisid yhdisteitd on kiytetty
1isiketieteellisessi kiyt#nnbssid jo eri aloilla (esim. bak-
teerien virjidys histokemiassa), ammatti- ja patenttikirjal-
lisuus ei kuitenkaan sis#lli mitddn viitetti keksinnbn mu-
kaiseen havaintoon. T#m#n yhdisteryhmdn tirkeimpii edustajia
on toluidiinisininen (kaaval), tioniini (kaava II) ja mety-
leenisininen (kaava III).
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Keksinndn kohteena on reagenssi trombosyytti- ja leukosyyt-
timid4r&n méidrittimiseksi samanaikaisesti normaalin valomik-
roskoopin avulla, tunnettu siit#, etti se sis&lt&di 0,1 - 5
paino-osaa asetonia, 0,05 - 2,0 paino-osaa formaldehydid
ja/tai glutaarialdehydii, 0,001 - 0,1 paino-osaa tiatsiini-
viriainetta - edullisesti toluidiinisinisti - 0,1 - 2,0
paino-osaa mineraalisuolaa, edullisesti natriumkloridia ja

100 paino-osaan asti vettd.

Eriin keksinndn edullisen suoritusmuodon mukaisesti reagens-
si koostuu 0,1 - 5,0 paino-osasta asetonia, 0,05 - 2,0
paino-osasta formaldehydis, 0,001 - 0,1 paino-osasta
toludiinisinisti ja 0,1 - 2 paino-osasta natriumkloridia.

Keksinndn mukaisesti k#ytettyjen viriaineiden erityisend

etuna on, ettd niilld on myds trombosyyttien ja leukosyyt-
tien happamien makromolekyylien suhteen hyvin suuri affini-
teetti ja siten ne saavat aikaan erittédin intensiivisen ja

huomattavan visualisoinnin.

Keksinn®¥n mukaisten reagenssien tirkeimpdnd etuna on, ettd
ne ylittivdt olennaisesti tunnettujen reagenssien herkyyden.
Tim4 tosiasia voidaan osoittaa seuraavilla kokeilla:

Tuntemattoman trombosyytti- ja leukosyyttim#lirsn omaavista
niytteistd saadut tulokset saadaan kahdenkymmenen perédkkidi-
sen trombosyytti- ja leukosyyttim#irin mi##rityksen kuluessa.
Solujen laskumenetelmidn tarkkuus on silloin tyydyttdvi, kun
vakié poikkeama on alle 10%. Trombosyyttiméédrdn ollessa
218,8 G/1 on SD = $5,0 ja kiytettiessi niit# arvoja on vari-
aatiokerroin (vakiona poikkeamana %:ssa ilmaistuna) 2,28
(kuvio 1). Mainittakoon vieli, ettd G/1 merkitsee SI-

jdr jestelmissy esitettysi trombosyytti- ja leukosyyttimddrdid
[G/1 = giga [solum#&r#]/1 = solumididri x 1091 (kuvio 1).

Leukosyyttilaskennan optimaalinen virhe on keskim#irin
5,08 G/1, SD = + 0,042, mik4 vastaa 0,8%:n variaatiokerroin-
ta (kuvio 3).
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Vertailua varten keksinndn mukaista reagenssiliuosta verra-
taan trombosyyttilaskennassa nimelli THROMBOFIXR markki-

noilla olevaan trombosyyttilaskentavalmisteeseen, jota val-
mistaa firma Gddecke, ja leukosyyttilaskennassa turkinliuok-
sen (Tirkldsung) kanssa. Vertailukokeet suoritetaan 41 poti-
laan verelld rinnakkaisiésa‘trombosyytti- ja leukosyyttimdi-

rdn md&rityksissi.

Tulokset on esitetty Descartesin koordinaattijidrjestelmissi
(kuvat 1 ja 2). Molempien kahden menetelm#n v#linen korre-
laatio ja korrelaatiota kuvaavan funktion y = ax + b vakiot
parametrit (a, b) misiritetiin Hewlett-Packard HP-90-laskuko-
neella.

Trombosyyttilaskennassa on korrelaatio (r) = 0,927; molem-
pien menetelmien vdlinen lineaarinen funktionaalinen yhteys
voidaan esittdi yhtd16114 y = 1,05 - 0,94; y = keksinndn mu-
kaisella trombosyyttilaskentaliuoksella saatu tulos; x =
THROMBOFIXR:114 saatu tulos (kuva 2).

Voidaan todeta, etti keksinn®én mukaista reagenssiliuosta

kdyttdm&lld saatu trombosyyttimiiirid on noin 5% suurempi kuin
samasta kokeesta THROMBOFIxR:4 kdytt&milld saatu trombosyyt-

timdars.

Ottaen huomioon miirityksen luonteen ylimittaus ei tule ky-
symykseen. Saatu ero voidaan laskea vain sen tosiasian ansi-
oksi, ettd keksinndn mukaisen reagenssiliuoksen viriainekom-
ponentilla on olennaisesti suurempi affiniteetti trombosyyt-
tien makromolekyylien happamien ryhmien suhteen, kuvassa on
tdstd syystd vahvemmat kontrastit ja se voidaan havaita
paremmin. Kdyttdm#1l4 keksinndn mukaista reagenssiliuosta
voidaan siis eliminoida tunnetuilla viriaineliuoksilla saatu

systemaattinen alimittaus.

Mainittakoon, ettd THROMBOFIXR:114 oli myds sama alimittaus
kdytettdessd faasikontrastimikroskooppia.

Leukosyyttilaskennassa oli keksinndn mukaisella menetelm4l1l4

turkinliuoksen (Tidrkl&sung) kanssa korrelaatio r = 0,959;
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yhteys voidaan esittii lineaarisella funktiolla y = 0,97 x +
0,23. T&md viittaa siihen, ettd molempien menetelmien
v41illd ei ole merkittdvdd eroa.

Keksinndn mukaisen reagenssiliuoksen muita valmistuksen ja
kdytdn yksityiskohtia on esitetty seuraavissa esimerkeissid
rajoittamatta kuitenkaan suojan piirid ndinin esimerkkeihin.

Esimerkki 1

Laskentaliuos

200 ml tislatun veden kanssa muodostettua 0,9%:sta natriumk-
joridiliuosta, 5 ml 35%:s8ta formaldehydis ja 770 ml ioni-
vaindettua tislattua vettd sekoitetaan keskeniin. Voimakkaan
sekoittamisen jédlkeen liuotetaan liuokseen 100 mg toluidii-
nisinistd. Saatu liuos suodatetaan G-4 lasisuodattimen
14pi. Sen jédlkeen, kun on lis&tty 25 ml asetonia, on liuok-
sen oltava kirkas ja hiukkasista vapaa.

Esimerkki 2

Antikoaguloitumisaineella k¥sitellyn laskimoveren trombo-
syytti- ja leukosyyttiméérdn midritys

Veri kidsitellddn tarkoituksenmukaisesti kiyttémslld antiko-
aguloitumisaineena etyleenidiamiinitetraetikkahappoa, koska
etyleenidiamiinitetraetikkahapon 14sniollessa el tapahdu
edes minimaalista trombosyyttien saostumista. Kun veri on
otettu etyleenidiamiinitetraetikkahappoon siidetdin etylee-
nidiamiinitetraet1kkahappokonsentraatio kuivattamalla ensin
vesipitoinen dinatriumetyleenidiami1n1tetraetikkahappo-kan-
taliuos muoviputkessa 2 mg/ml:aan. Veren koaguloituminen
voidaan estdd myds kiyttdm&lly tislatun veden kanssa muodos-
tettua 3,3%:sta trinatriumsitraattiliuosta; otettaessa verta
muovikanyyliin on suhteena 9 osaa verta sitraatin 1 osaa
kohden.
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Menetelmin Suorittaminen

25 ul:aan koaguloitumisesta estetty4d laskimoverta lisdtiin
muovindyteputkessa 475 u1 laskentaliuosta Jja seoksen anne-
taan seisty Sekoittamatta huoneenldmp8tilassa 15 minuuttia.
Trombosyyttien Jja leukosyyttien laskeminen on suoritettava 6
tunnin kuluessa. Ennen laskemista liuosta sekoitetaan jdl-
leen, lisit#in tipoittain Biirker-kammioon ja annetaan las-
keutua kosteassa kammiossa 10 minuutin ajan.

a) Trombosyyttilaskenta

Blirker-kammion 10 suorakulmassa lasketun trombosyytti-
médrin summa kerrotaan kahdella (koaguloituminen es-
tetty etyleenidiamiinitetraetikkahapolla) tai vastaa-
vasti luvulla 2,2 (koaguloituminen estetty sitraatil-
la). Trombosyyttim#srs Saadaan G/1l:na.

b) Leukosyyttilaskenta

Nel jdssi, kolmella viivalla rajoitetussa nelidssi 15y-
dettyjen leukosyyttien miirj Jaetaan luvulla 18 (tai
kerrotaan luvulla 0,055) kun koaguloituminen on es-
tetty sitraatilla tai vastaavasti jaetaan luvulla 20
(tai kerrotaan luvulla 0,05), mik&1li koaguloituminen
on estetty etyleenidiamiinitetraetikkahapolla.
Leukosyyttimisirs saadaan G/1l:na.

Esimerkki 3

Trombosyytti- Jja leukosyyttimiirin midritys hiussuoniveresty

Desinfioituun Sormenp&ddhin tai kantapi%hin pistet#sn, ensim-
midinen veripisara Pyyhit&dn pois ja 25 ul verta imetX%n muo-
viruiskun pipettiin (tyyppi: esim. Finnpipette, Gilson tai
Eppendorf jne.) Tim& verimiirs punnitaan muoviputkeen, joka
Sisdlt4y 25 1 2 mg/ml:n etyleenidiamiinitetraetikkahappoli-
uosta, ja sekoitetaan hyvin antikoaguloitumisaineen kanssa.
Sen jdlkeen kun on lis&tty U450 ul laskentaliuosta ja ravis-
teltu perusteellisesti, liuos Jdtetdsn seisomaan huoneenlim-



77938

pétilassa vdhint&d&n 15 minuutiksi, sekoitetaan uudelleen ja
laitetaan tipoittain Biirker-kammioon ja annetaan laskeutua
kosteassa kammiossa 10 minuutin ajan.

Trombosyyttimdird ja leukosyyttim44ri miiritetddn samalla
tavoin kuin antikoaguloitumisaineella k4isitellyn veren yhte-
ydessi; trombosyyttilaskennassa on kerrontateki jdni 2; leu-
kosyyttilaskennassa on jaettava luvulla 20.

Esimerkki U

Menetelliin esimerkissi 1 esitetylld tavalla silli erotuk-
sella, ettd formaldehydin sijasta kdytetdén 80 g 25%:sta
glutaarialdehydid.



10 77938

Patenttivaatimukset:

1. Reagenssi trombosyytti- ja leukosyyttimiirin mii-
rittédmiseksi samanaikaisesti valomikroskoopin avulla,
tunnettu siitd, ettd se sisiltis 0,1 - 5 paino-o0saa
asetonia, 0,05 - 2,0 paino-osaa formaldehydis ja/tai glutaa-
rialdehydis, 0,001 - 0,1 paino-osaa tiatsiinividriainetta
- edullisesti toluidiinisinisti - 0,1 - 2,0 paino-osaa mine-
raalisuolaa, edullisesti natriumkloridia ja 100 paino-osaan
asti vettsi.

2. Menetelmi trombosyytti- ja leukosyyttimifrin mis-
rittéimiseksi samanaikaisesti normaalin valomikroskoopin
avulla soveltuvan reagenssin valmistamiseksi, t unnet -
t u siitd, ettd sekoitetaan 0,1 - 5 paino-osaa asetonia,
0,05 - 2,0 paino-osaa formaldehydii tai glutaarialdehydii,
0,001 - 0,1 paino-osaa tiatsiinividriainetta - edullisesti
toluidiinisinisti - ja 0,1 - 2,0 paino-osaa mineraalisuolaa
100 paino-osaa kohden tarvittavan vesimiirsdn kanssa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t un -
nettu siiti, ettd sekoitetaan keskeniin 200 ml 0,9%:sta
natriumkloridiliuosta, 25 ml asetonia, 5 ml 35%:sta formal-
dehydi¥, 770 ml ionivaihdettua tislattua vetti ja 100 mg
toluidiinisinisti.
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Patentkrav:

1. Reagens for samt idig bestdmning av antalet trombo-
cyter och leukocyter medelst normalt 1jusmikroskop,
Kinnetecknad avatt den inneh8ller 0,1 -5
viktdelar aceton, 0,05 - 2,0 viktdelar formaldehyd och/eller
glutaraldehyd, 0,001 - 0,1 viktdelar av ett tiazinfirgédmne,
fsretradesvis toluidinbldtt, 0,1 - 2,0 viktdelar av ett
mineralsalt, féretridesvis natriumklorid, och upptill 100
viktdelar vatten.

2. Fdrfarande fdr framstdllning av en reagens som
1impar sig foér samtidig bestdmning av antalet trombocyter

~och leukocyter medelst normalt 1jusmikroskop, k a&nne-

t ecknat avatt man blandar 0,1 = 5 viktdelar aceton,
0,05 - 2,0 viktdelar formaldehyd eller glutaraldehyd, 0, 001
- 0,1 viktdelar av ett tiazinfdrgémne, foretridesvis tolui-
dinbldtt, och 0,1 - 2,0 viktdelar av ett mineralsalt med
den fdr 100 viktdelar behdvliga mingden vatten.

3. Fdrfarande enligt patentkrav 2, k anne -
t ec knat avatt man blandar med varandra 200 ml
0,9 procentig natriumkloridldsning, 26 ml aceton, 5 ml
35 procentig formaldehyd, 770 ml jonbytt destillerat vatten
och 100 mg toluidinbldtt.

Viitejulkaisuja-Anf8rda publikationer
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