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SRODEK DO ROWNOCZESNEGO OZNACZANIA LICZBY TROMBOCYTOW I LEUKOCYTOW

Przedmiotem wynalazku jest $rodek do réwnoczesnego oznaczania liczby trombocytdw
i leukocytdw w krwi catkowitej, za pomocg zwyktego mikroskopu optycznegoe.

Wiadomo, Ze oznaczanie liczby trombocytéw i leukocytéw nalezy do metod stosowanych
zwykle w laboratoriach klinicznych. Liczbe trombocytéw mozna oznaczaé réznymi metodami,
takimi jak nizeJ opisane. Elektroniczne obliczanie czgstek za pomocg automatéw, opracowa=
nych dla liczenia trombocytéw, Metoda ta jest wprawdzie szybka i prosta, ale do jej stoso-
wania sg niezbedne bardzo kosztowne przyrzady i nie zawsze mozna nig zastgpié liczenie
mikroskopowe, Powtarzalnos$é tej metody Jest takZe gorsza od powtarzalnosci liczenia mi=-
kroskopowego,.

Liczenie trombocytéw za pomocg mikroskopu z kontrastem fazowym, przy uzyciu roz-
tworu zawierajgcego kokaineg lub nowokaing albo innego roztworu umozliwiajgcego takie
liczenie, Do stosowania tej metody niezbedny Jest mikroskop z kontrastem fazowym, a inng
istotng wadg te) metody Jest to, Ze Jjest ona bardzo mgczaca, wyczerpujgca 1 szkodliwa dla
oczu osdéb prowadzacych obliczanie, zwltaszcza Jezeli tych obliczed jest wieles:

Liczenie trombocytéw metodg barwienia. Ta metoda jest najprostsza i moze byé pro=-
wadzona za pomocg mikroskopu. W znanych metodach tego typu jako barwnik stosuje sie fiolet
krystaliczny (fiolet gencjanowy), bedgcy chlorowodorkiem sze$ciometylo=-p-rozaniliny.,
Metodom tym stawia sie uzasadniony zarzut, ze w pordéwnaniu z metodg oznaczania przy uzyciu
kontrastu fazowego dajg wyniki znieksztacone, poniewaz nie wszystkie trombocyty ulegaja
dobrze widocznemu zabarwieniu.
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Obliczanie leukocytdw stanowil najszerze) stosowans metodg w diagnostyce hematologicznejs
Do tego celu ogélnie nadaje sie i daje dobre wyniki roztwédr Turka, opisany w farmakopei
weglerskie) (Phe Hge VIs), ale roztwér ten nie nadaje sig do okresdlania liczby trombocytdw,
co stanowl powazna wade, ponlewaz bardzo czesto konleczne jest wspélne prowadzenie obu tych
szeroko stosowanych préb laboratoryjnych. |

Do oznaczania liczby trombocytéw i leukocytéw w catkowitej krwi za pomocg zwyktego
mikroskopu $wietlnego niezbedny jest roztwér barwnika, ktéry (a) powoduje catkowitgq hemoli-
ze erytrocytéw bez zmniejszania liczby trombocytéw 1 leukocytédw, (b) utrwala zaréwno trome
bocyty jak i leukocyty i (c) zawiera taki barwnik, ktdéry wigze sie silnie z oboma tymi cila=-
tami 1 w ten sposéb utrwala je w zwyklym swietle,

Roztwér, ktéry odpowlada dwém pierwszym z tych wymagand jJest wprawdzie znany /Scand.
Ji Clin, Invest. 33, 121 (1974)/, ale przy Jjego uzyciu trzeba obliczanie trombocytéw pro-
wadzié z zastosowaniem mikroskopu z kontrastem fazowym,

Wynalazek ma na celu wytworzenie takiego roztworu barwnika, za pomocg ktérego mozna
oznaczaé liczbg trombocytéw i leukocytéw w peinej krwi przy uzyciu zwyklego mikroskopu optycz=-
nego, 2z uniknieciem opisanych wyzej wad znanych odczynnikéw,

Nieoczekiwanie stwierdzono, 2e przez poXgczenie roztworu hemolizujgcego i utrwala-
Jacego z zasadowym barwnikiem o duzym powlnowactwie, uzyskuje sie roztwér srodka, ktéry
umozliwia wspélne okreglanie liczby trombocytdéw i leukocytéw przy uzyciu zwyktego mikroskopu
optycznegos Oba warunki mogg byé spelnione w przypadku, gdy roztwér dziatajacy hemolizujgco
i utrwalajgco Jjest zgodny z barwnikiem, tzn. nie tworzy 2adnego osadui Powstawania mikro-
skopijnych osaddéw nalezy unikaé, gdyz moga one mieé charakter trombocytéw i tym samym
powodowaé btad w obliczaniu,

Stosowane dotychczas roztwory barwnikdéw typu fioletu krezylowego spetniaja te wa=
runki tylko czgsciowo: Roztwory do obliczania zawierajace sktadniki barwnika fioletu krezy-
lowego majg bowiem odczyn stabo zasadowy, totez trombocyty ulegaja tylko blademu zabarwieniu
1 nie sqvuwidocznione Jednoznacznie,

Wynalazek jest oparty na stwierdzeniu, Ze barwniki zwane tiazynowymi nadaja sie do
tego celu bardzo dobrze; Cechg barwnikéw tiazynowych jest obecnodé dwéch grup chromoforowych;
Zwigzki tiazynowe sg w praktyce lekarskiej stosowane w réznych dziedzinach, np: do barwienia
bakterii i w histochemii, ale ani fachowa ani patentowa literatura nie daje Zadnej wskazdwki,
Ze mogg one byé uzyteczne do wytwarzania &rodka bedgcego przedmiotem wynalazkus Najwazniej=-
szymi przedstawicielami teJj grupy zwigzkdéw sg: btekit toluidynowy o wzorze 1, tionina o wzo-
rze 2 1 btekit metylenowy o wzorze 3,

§rodek wedtug wynalazku zawiera 0,1-5 czeécl wagowych acetonu, 0,05-2,0 czesci wa-
gowych aldehydu mréwkowego i/albo aldehydu glutarowego, 0,001=0,1 czedcli wagowych barwnika
tiazynowego, korzystnie btekitu toluidynowego, 0,1-2,0 czesci wagowych soli mineralnej, ko=
rzystnie chlorku sodowego, zas$ reszte do 100 czesci wagowych stanowi wodas

Korzystnie &rodek wedtug wynalazku zawiera w stosunku wagowym 0,1-5,0 czeéci acetonu,
0,05-2,0 czegéci aldehydu mréwkowego, 0,001-0,1 czgséci btekitu toluidynowego i 0,1-2 czedci
chlorku sodowego. )

Szczegblng zalety barwnikdéw stosowanych zgodnie z wynalazkiem jest to, 2e maja one
bardzo duze powinowactwo takze i w stosunku do kwaénych makroczgsteczek trombocytéw i leuko-
cytéw, dziekl czemu uzyskuje sie bardzo silng i wyrazng widoczno$é.

Najwazniejsza zaleta $rodkdéw wedlug wynalazku jest to, Ze sg one znacznle bardzie]
czute od znanych odczynnikéw; Fakt ten potwlerdzajq nizej opisane préby.
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Z prébek o nieznanej liczbie trombocytéw i leukocytdw ustala sig w 20 kolejno pro-
wadzonych obliczeniach liczbe trombocytdéw i leukocytéw; Doktradnodé obliczania komdrek jest
wtedy zadowalajgca, gdy normalne odchylenie Jest mniejsze niz 10%. Wyniki takich préb pro-
wadzonych przy uzyciu srodka wedtug wynalazku oraz przy uzyciu znanych odczyrnnikéw podano
na rysunku w postaci wykreséw, na ktérych liczby trombocytéw i leukocytéw okreflono zgodnie
z systemem SI jako wartosci G/litr, to jest giga(liczba komdrek)/litr, co réwna sig liczbie
komdérek pomnozonej przez 109 w 1 litrze.

Figura 1 przedstawia wyniki okreslania liczby trombocytéw przy uzyciu srodka wediug
wynalazku, Liczba trombocytdéw jako érednia z 20 pomiaréw wynosi: R = 218,8 G/litr, przy
standardowej dewiacji SD = + 5,0, co odpowiada wspSéiczymnikowl dewiacji, wyrazonezu lzko
standardowa dewiacja w procentach: CV = 2,28%,

Figura 3 przedstawia wyniki okreglania liczby leukocytdéw przy uzyciu grocka wadtug
wynalazku, Liczba leukocytéw jako érednia z 20 pomiardéw wynosi: X = 5,08 G/1itr, przy stan-
dardowej dewiacji SD = + 0,042, co odpowiada wspéiczynnikowl dewiacji: CV = 0,8%.

W celach poréwnawczych obliczono trombocyty przy ufyciu odczynnika TI-IROZ\QCFIZ(R pro-
dukcji firmy GSdecke, a leukocyty obliczano przy uzyciu odczynnika znanego pod nazwg roztwér
Turk “a. Préby prowadzono z krwia pobrana od 41 pacjentéw i réwnolegle liczono trombocyty
i leukocyty. Wyniki w uktadzie wspdéirzednych kartezjariskich podano odpowlednio na fig: 2
i fig. 4. Korelacjg pomiedzy obiema metodami oraz standardowe wspétczynniki (a, b) funkcji
opisujacej te korelacje, mianowicie y = ax + b, okreslano za pomocg maszyny do liczenia
Hewlett-Packard HEP-90, Na obu tych wykresach y przedstawia wyniki uzyskane przy liczsniu
w roztworze $rodka wediug wynalazku, zas$ X oznacza wyniki otrzymane przy uZyciu znanych
roztwordéw,

Przy liczeniu trombocytéw korelacja r wynosita 0,927 Funkcjonalny zwiazek liniowy
pomiedzy oblema metodami mozna ujgé réwnaniem: y = 1,05 x = 0,94; w ktérym y oznacza wnik
obliczania trombocytéw uzyskany przy uzyciu érodka wedtug wynalazku, za$ x oznacza wwnik
uzyskany przy uzyciu odzynnika THROMBOFIX w prébie, ktérej wyniki podano na fig: 2. lalezy
stwierdzié, ze liczba trombocytéw oznaczona przy uzyciu srodka wedtug wynalazku jest ¢ okoXo
5% wyzsza od tej, ktérg w tej same) prdbce krwi okreglono przy uzyciu THROMBOFIXR; “wzzled-
niajgc charakter sposobu oznaczania, uzyskanie wyniku zbyt wysokiego nie wchodzi w rachube,.
Stwierdzong réznice mozna przypisaé temu, ze sktadnik barwnika stosowanego w &rodku weitug
wynalazku ma znacznie wieksze powinowactwo do kwaénych grup makroczasteczek trombocytéw,
totez obraz wykazuje silniejszy kontrast i moze byé lepiej odczytany.: Stosujac srodek wodlug
wynalazku mozna wiec unikngé systematycznie zbyt niskich wynikéw, otrzymywanych przy st

sowaniu znanych roztworéw barwnikéw, Nalezy teZ nadmienié, ze TI-IROI*TBOFIXR rémiez i przy
stosowaniu mikroskopu z kontrastem fazowym daje wyniki zbyt niskie,

W obliczeniach leukocytéw przy uzyciu srodka wediug wynalazku 1 przy uzyciu roztworu
Turk “a korelacja wynosi: r a 0,959 i zwigzek pomiedzy tymi obiema metodami mozna przedsta-
wié jJako funkcje liniowg: y = 0,97x + 0,23, Wskazuje to, 2e pomiedzy o‘b:lem tymi metodami
‘nie ma znacznej réznicy,

Wynalazek zilustrowano poniZej w przyktadach, nle ograniczajac tym Jego zakresu,

Przykad I, Roztwér do liczenia 200 ml 0,9% roztworu chlorku sodowego «w de=
stylowane) wodzie miesza sig z 5 ml 35% aldehydu mréwkowego i 770 ml destylowanej wody, pod=-
danej dziataniu wymieniacza jonéw, Fo silnym wymieszaniu roztworu rozpuszcza sie w nim
100 mg barwnika bedacego btekitem toluidynowym; Otrzymany roztwér przesacza sie przez szklany
filtr G-4, Po dodaniu 25 ml acetonu otrzymany roztwér powinien byé klarowny 1 pozbawiony
czgstek, ) ' -

Przyk?Xad II, Okredlenie liczby trombocytédw i leukocytéw w krwil zylnej, po=-
traktowane) srodkiem przeciw krzepnieniu. Celowe Jest traktowanlie krwi kwasem etylenodwuami=-
noczteroooctowym jako frodkiem przeciw krzepnieniu, poniewaz w obecnosci tego srodka nie
zachodzi nawet minimalne osadzanie sie trombocytéw: Po pobraniu krwi z kwasem etylenocwu=
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aminoczterooctowym nastawia sieg stezenie t936 kwasu na 2 mg/ml przez uprzednie wysuszenie
macierzystego roztworu wodnego soli dwusodowe] kwasu etylenodwuaminoczterooctowego w rurce

z sztucznego tworzywa: Krzepnieniu krwi mozna tez zapobiegaé stosujac 3,3% roztwdér cytry=-
nianu tréjsodowego w destylowanej wodzie, przy czym przy pobieraniu krwi dolkaniuli 2 sztucz=-
nego tworzywa blerze sig 9 czegsci krwi na 1 czedé cytrynianu, °

Do 25 ypl krwi 2ylnej, poddanej zabiegowl zapobiegajgcemu krzepnieniu, w probdwce
z sztucznego tworzywa dodaje sieg 475 M1 opisanego wyzej roztworu do liczenia i mieszaning
pozostawia nie mieszajac w temperaturze pokojoweJ na okres 15 minut; Liczenie trombocytéw
i leukocytdéw nalezy przeprowadzié w ciggu 6 godzin; Przed liczeniem roztwér miesza sieg po-
nownie, wkrapla do komory Hirker‘a i pozostawia do osadzania sig na okres 10 minut,

Liczenie trombocytdéw. Sumeg obliczonych trombocytéw w 10 katach prostych komory
Blrker “a mnozy sle przez 2 w przypadku stosowania kwasu etylenodwuaminoczterococtowego,
wzglednie przez 2,2 w przypadku stosowania cytrynianu jako $rodka zapobiegajacego krzepnie-
niu i uzyskuje sie liczbe trombocytéw w G/litr.

Liczenie leukocytéw, Liczbe leukocytéw znalezionych w 4 kwadratach ograniczonych
3 liniami dzieli sie przez 18 (lub mnozy przez 0,055) w przypadku stosowania cytrynianu, albo
dzieli sie przez 20 (lub mnozy przez 0,05) w przypadku stosowania kwasu etylenodwuamino-
czterooctowego Jako érddka zapobiegajacego krzepnieniu i uzyskuje sie liczbe leukocytdw
w G/1litr.

Przyk1ad III, Okredlenie liczby trombocytéw i liczby leukocytdéw w krwi
wtoéniczkowej. Nakluwa sie¢ zdezynfekowany koniec palca lub pigtg, odgarnia pierwsze krople
krwi 1 zasysa pipeta ze strzykawkg z sztucznego tworzywa (np. pipeta Finna, Gilsona lub
Eppendorfa) 25 mul krwi, Krew t¢ poddaje sig kolysaniu w rurce z sztucznego tworzywa, zawie-
rajgcej 25/u1 roztworu kwasu etylenodwuaminoczterooctowego i miesza dobrze z tym $Srodkiem
zapobiegajgcym krzepnieciui Po dodaniu 450‘p1 roztworu do liczenia i dok*adnym wytrzesieniu
roztwér pozostawia sie w pokojowej temperaturze na okres co najmniej 15 minut i po ponownym
zmieszaniu podaje do komory Blirker “a i pozostawia w wilgotnej komorze na okres 10 minut
do osadzenia sig,

Liczbe trombocytéw i liczbe leukocytdw okrefla sig w sposéb podobny do opisanego
wy2eJ w odniesieniu do krwi potraktowanej srodkiem zapoblegajacym krzepnieciu., Przy oblicza=-
niu trombocytéw mnozy sie przez wspdtczynnik 2, a przy obliczaniu leukocytdw trzeba dzielié
przez 20,

Przyk2tad 1IV. Postepuje sie w sposéb podany w przyktadzie I, ale zamiast
aldehydu mréwkowego stosuje sie 80 g 25% aldehydu glutarowego,

Zastrzez2zenie patentowe

Srodek do réwnoczesnego oznaczanla liczby trombocytéw i leukocytéw za pomocg zwyklego
mikroskopu optycznego, znamienny tym, 2e zawiera 0,1-5 czesci wagowych acetonu,
0,05=2,0 czeicl wagowych aldehydu mrdéwkowego i/albo aldehydu glutarowego, 0,001-0,1 czesci
wagowych barwnika tiazynowego, korzystnie btekitu toluidynowego, 0,1-2,0 czgsci wagowych
soli mineralnej, korzystnie chlorku sodowego, zas resztg do 100 czgscli wagowych stanowl woda,
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