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Summary

A New Method For Thrombocyte Count In Human
And Domestic Animals

In this investigation a new dilutingfluid for direct thrombocyte count has been pre-
sented. The composition of this solution is given below. Additionally, the thrombocyte
counts which determined by this new method in 5 men and 25 animals from different species
have been reported.

Propylene glycol ....... ... o 50 ml.
Distilled water .......... ... i 40
Malachite green (1 % solution) .................... 2"
Sodium carbonate (1 % solution) ................. 1

The cells in this solution keep their normal shapes and the aggregations of thrombocy-
tes arc inhibited. Propylene glycol renders the erythrocytes invisible and non refractile. Co-
unting ficld is clean and free of salt crystals, stains and cell particles which interfere with
thrombocytes. It is also possible to count the leucocytes in the same dilution.

According to our findings the thrombocyte counts per cubic millimeter are 282.200 4-
22.890 with a range from 200.000 to 341.000 in men, 262.400 + 34.377 (200.000-396.200)
in horses, 432.000 4+ 35.215 (348.000-556.000) in cattle, 354.800 + 19.921 (282.000-404.-
000) in sheep, 371.200 4- 32.819 (304.000-456.000) in dogs and 438.000 + 21.122 (384.000-
496.000) in rabbits.

This new method seems to be practical and has the abilities of being easily applicable
in every laboratory and of giving reliable counts.

* AU. Veteriner Fakiiltesi Fyizoloji Kiirsiisii Dogenti, Ankara-Tiirkiye.
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Zusammenfassung

Eine neue Methode zur direkten Blutplittchenzihlung
bei Menschen und Tieren

In dieser Arbeit wird eine Lésung, deren zusammensetzung unten angegeben ist, zur
direkten Zahlung von Blutplittchen entwickelt. Danach wurden rrii; dieser neuen Methode
bei 5 Menschen und 25 verschiedenen Tieren Blutplittchen-Zéhlungen durchgefiihrt und
die daraus ermittelten Ergebnissc hier aufgefiihrt. )

Propylen glykole .......... ... .. i 50 ml
Aqua dest ... e 40
Malachitgriin (1 %-ig) ... 2"
Natriumcarbonat (1 9%=ig) .....vvnvreieeireaniien.n P

In dieser Losung konnten dic Zellen ihre normale From bewahren und cine Aggregation
der Blutpliittchen verhindert werden. Propylen glykole macht roten Blutkérperchen unsicht-
bar und dadurch verlieren sic ihre Lichtreflektions vermégen. Die Zihlfliche war sauber
wiederum waren keine salzkristalle, Farbstoff-und Zellpartikelchen vorhanden, die man mit
Blutplittchen hitte verwechseln kionnen. Mit derselben Losung konnte man auch weisse
Blutkorperchen zidhlen.

Anhand unserer Untersuchungen konnten wir Pro ml. Blut folgende Ergebnisse erzie-
len: Beim Menschen 282.200 + 22.890 (200.000-341.000), beim pferde 262.400 + 34.377
(200.000-396.000), beim Rind 432.000 .+ 35.215 (348.000-556.000), beim Schaf 354.800
4 19.921 (282.000—404.000), beim Hund 371.200 + 32.819 (304.000-456.000) und beim
Kaninchen 438.800 + 21.122 (384.000-496.000).

Wir sind der Meinung, dass diese neue Mecthode praktisch, in jedem Labor lcicht
durchfithrbar ist und zuverliissige Ergebnisse bringt.

Ozet

Bu ¢ahsmada dirckt trombosit sayiminda kullamlmak iizere asagida bilesimi verilen
yeni bir sulandirma eriyigi takdim edilmistir. Ayrica yeni metodla b insan ve geyitli tiirlere
ait 25 hayvan iizerinde yapilan sayimlardan eclde edilen sonuglar kaydedilmigtir.

Propilen glikol ...... ... .o 50 cc.
Damitik SU ...ttt i i it 40 »
Malahit yesili ......... e e i 2"
Sodyum karbonat (%1 eriyigi) .......... .. ...l 1 ”

Eriyik i¢inde hiicreler normal sekillerini korumakta ve trombositlerin aggregation’la-
rina engel olunmaktadir. Propylen glycol alyuvarlar1 gérilnmez ve 151g1 yansitmaz bir duru-
ma sokmaktadir. Sayim alam temiz olup trombositlerle kangtinlabilecek tuz kristalleri, boya
ve hiicre partikiilleri bulunmamaktadir. Ayni criyikle akyuvarlar da sayilabilmektedir.
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Bulgularimiza gore 1 mm?. kanda insanlarda 200.000-341.000 arasinda degismek tizere
ortalama olarak 282.200-+22.890, atta 262.400--34.377 (200.000-396.000) sigirda 432.000
+ 35.215 (348.000-536.000), koyunda 354.800 - 19.921 (282.000-404.000), kopekte 371.200
+ 32.819 (304.000-456.000) ve tavsanda 438.00021.122 (384.000-496.000) trombosit
saptanmustir,

Kanimizca yeni metod pratik olup, her laboratuvarda kolaylikla uygulanabilecck ve
dogru sonuglar verebilecek niteliktedir.

Giris

Genellikle kan muayeneleri, hemopoctik sistemin fonksiyonuru.:
yoklanmasinda ve kanm katimm degistiren gesitli nedenlerin 5oz
konusu oldugu durumlarda bag vurulan bir laboratuvar metodudur.
Ayrica homatolojik muayencler fizyopatolojik ve klinik yénden bir
canlmm biyolojik olarak incelenmesinde énemli bir yer tutar. Bu ne-
denle son zamanlarda rutin laboratuvar muaycnelerinde ve gesitli
bilimsel aragtirmalarda, 6zellikle atom enerjisine iliskin olanlarda, bi-
yiik olgiide kullamlmaktadir.

Kamn gekilli elementlerinin durumlarmin  tesbitinde &ncelikle
fizyolojik normal degerlerin bilinmesi gercklidir. Fizyoloji alanina
giren hematolojik muayenclerin baginda, kan hiicrelerinin sayimi gelir.
Bu amagla alyuvar, akyuvar ve retikiilositler igin Hayem, Tiirk ve
Rees-Ecker gibi pratik ve dogru sonuglar veren ve her laboratuvar
tarafindan benimsenen metodlar bulunmugtur. Trombosit sayimmda
durum farklidir. Bu hiicrelerin sekillerinin diizensiz olusu (22, 25)
adhesion, aggregation ve aglutination gibi 6nemli ézcllikleri nedeniyle
sayimlar: giigtiir (12, 23). Trombositler igin direkt ve indirekt olmak
tizere 20 den fazla metod ve modifikasyonlar: tammlanmig oldugu
halde her duruma elverigli kusursuz bir metod bulunamamigtir (17,
24). Bugiin elektronik olarak kan hiicreleri sayim1 yapan aletler (The
Electronic Coulter Counter for Blood Cells, Vickers Blood Cells Co-
unter) satilmaktadir (21). Fakat bunlarda gogunlukla sadece alyuvar
ve akyuvar sayilabilmektedir.

Trombosit sayimimin giig olusu nedeniyle, fizyolojik degisiklikler
ve degigim simirlar: kesin olarak saptanamamistir. Ayni nedenle trom-
bositlerin normal sayilarini bildiren literatiir degerler, kullamlan me-
todlara iligkin olarak birbirinden ¢ok farklidir (24). Degisik bildirim-
lerin gerckgesinde, trombositlerin dayamksiz kiigiik hiicreler olusu,
hava temasinda gabucak pargalanmalar) ve hemopoetik sistemin 6zel-
likle trombositler yoniinden labilitesi gibi nedenler yer almaktadir.
Wintrobc’a (24) gore trombositlerin gesitli zamanlarda ayni damar
icindeki dagibglar bile farkhidir. Yukarda sayilan faktorlerin, sonug-




Trombosit Sayimi 487

larin degisik olusunda etkili olabilecekleri kabul edilcbilirse de, kani-
mizca heniiz yeterli bir metodun mevcut olmayigt farkli bildirimlerin
temecl necdenini tegkil etmcktedir.

Ayrica insanlarda kullamlan metodlardan bazilar1 ¢ogu zaman
hayvanlarda aynen uygulanmakta ve degisik hayvan turlerinde elve-
riglilik derecesi tam olarak aragtirimamig bulunmaktadir. Nitckim
Behrens (2) indirckt bir sayim olan Neuman Monrcal ¢abuk boyama
metodunda insanlarda 5 dakikalik boyama siircsinin atlarda yetersiz
oldugunu, bu siirenin 20 dakika olmas gerektigini bildirmistir.

Travma, asfcksi, akut kan kayiplar1 ve kemik kiriklarinda trom-
bositozis olusur (24). Uzun siiren kronik kanamalarda aplastik ve per-
nisiyéz anemi (13), lenfatik losemi (23), agraniilositoz, iremi, difteri,
pnémoni, grip ve dizanteri gibi infeksiyéz hastaliklarda trombopeni
gériiliir (13, 24). Hemorajik trombositemi, trombopcnik purpura olay-
lar1 kliniklerde rastlanan énemli bozukluklardir. Bunlara benzer bir
cok patolojik durumlarda hastaliklara eslik eden ve trombosit sayl-
Jarinda meydana gelen degisiklikler bildirilmistir. F akat normal de-
gerler ve sayim metodlarma olan giivensizlik nedeniyle bu bildirim-
lerden ve yapilan gesitli arastirmalarin sonuglarmdan pratikte gercgi
kadar fayda saglanamamaktadir. Bu nedenle ancak gok biilyik sayi
degisiklikleri kliniklerde 6nemli olabilmektedir (23, 24). Bu diisiince-
ler ve halen trombosit sayimi igin yeterli bir metodun mevcut olmayisy
(17, 24) bizi trombosit sayiminda giivenle kullanilabilecek yeni bir
sulandirma criyiginin bulunmas: tizerinde galiymaya yoneltti. Daha
énce yaptigimiz bir aragtirmada (11) hayvanlarda eosinophil ve reti-
culocytc sayiminda kullamlan Pilot eriyiginin tarafimizdan tavgan-
larda ilk defa neutrophil’lerin direkt sayiminda basar ile kullanilmig
olmasi bu yeni travay igin cesaret ve ilham kaynagi oldu. 1967 yilinda
aragtirma ve incelemclerde bulunmak izere gitmig oldugumuz Viyana
Veteriner Yiiksck Okulu Fizyoloji Laboratuvarmmda bu konu ele alindi.
Degisik bilesimlerde hazirladigimiz 100°e yakin eriyikten boyama
yetenekleri, pH dercceleri vb. &zellikleri yoniinden en elverigli olani
{izerindc yapilan modifikasyon ve gelistirme caliymalari sonunda yeni
bir sulandirma eriyigi cldc edildi. Insan ve cvcil hayvanlarda direkt
trombosit sayiminda kullanilan bu solisyonun bilesimi ve avantaj
488. ve 489. sayfalarda kaydcdildi. ’

Yurda déndiikten sonra bu ¢aligmanm devami olarak yeni bulu-
nan eriyikle insan, at, sigir, koyun, kipek ve tavsanlarda 1 mm3. kanda
trombosit sayilar: saptanarak yeni metodun insan ve gesitli evcil hay-
vanlarda elveriglilik derecesi aragtirildi. Elde edilen degcrler ve degigim
surlart literatiirle kargilagtirthip tartigmalar: yapildi.
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- Materyal ve Metod

Gabismamiz iki boliimii kapsamaktadir. 1. boliimde direkt trom-
bosit sayimimnda kullamlmak iizere yeni bir sulandirma eriyiginin elde
edilmesi; 2. béliimde, bulunan yeni eriyigin insan ve evcil hayvanlar-
da elveriglilik derecesinin kontrolu yer almaktadir.

A.Sulandirma Eriyiginin Elde Edilmesine Iligkin Calisma-
Iar: Once 493. ve 494. sayfalarda kaydedilen mevcut metodlarin 6zel-
likleri incelendi. Cesitli metodlar hakkindaki elestiriler gozden geci-
rilerek avantaj ve dezavantajlar: saptandi. Bunlarin baslicalari, indirekt
olanlardan Fonio, Olef, Dameshek; direkt olanlardan Danilin, Gutstein,
Puette, Brecher-Cronkite ve Rees-Ecker metodlariile insan ve tavsan kanlar
tizerinde 6n galiymalar yapildi. Caliymalarimizda, her laboratuvarda
kolaylikla uygulanabilecek ve her zaman dogru sonuglar verebilen
pratik bir metod bulunmas: amag edinildi. Bunun igin acridin orange,
toluidin, brillantcresylblan, giemsa, malachitgriin, nillblau, violet de gentiane,
phloxin ve auramin gibi boyalarla degisik bilesimde eriyikler hazr-
landi. Bu eriyiklere konservatif olarak formaldehit, thymol ve nipagin
gibi gesitli maddelerin eklenmesi denendi. Uzerinde caligilan eriyikler
i¢ine giren maddelerin ¢egidini, oranlarim ve eriyiklerin pH derece-
lerini degistirmek suretiyle yapilan gesitli kombinasyonlarla 100’
yakin soliisyon hazirlandi. Bunlarin herbiri ile tavsan ve insan kanlarin-
da trombosit sayilarak en elverisli olani iizerinde gerekli diizeltme ve
modifikasyonlar yapildi. Béylece insan ve evcil hayvanlarin trombosit
sayimlarinda bagari ile kullamlan ve agagida bilegimi verilen yeni bir
sulandirma eriyigi elde cdildi.

Propilen glikol ...................... 50 cc.
Damittk su ................. ... 40
Malachit yesili (suda 9, 1 eriyigi) .... 2
Sodyum karbonat (suda % 1 eriyigi) .. 1 ”

Bu eriyigin pH’1 6.8 dir. Soliisyon yukarda verilen siraya
uygun olarak nétr damuk su ile yapildi. Laboratuvarda bulunan
damitik suyun reaksiyonu hafif asit oldugu zaman, igine azar azar
% 1 ik sodyum karbonat eklendikten ve pH’t 7 ye ayarlandiktan
sonra kullamldi. Eriyigin bilesiminde bulunan propilen glikol alyu-
varlar1 gériinmez ve 1151 yansitmaz bir duruma getirmekte boylece
sayim yapilirken mikroskop alaninda sadece trombositler ile akyuvar-
lar kalmaktadir. Bu nedenle yeni eriyikle akyuvarlarin direkt sayim-
lar1 da yapilabilmektedir. Akyuvarlarin 6zel gekilleri, ¢ekirdekli ve
¢ok biyiik hiicreler olmalar1 nedeniyle trombositlere karistirilmas:
ve sayimi giiglestirmesi soz konusu degildir.
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Bilesiminde bulunan propilen glikol nedeniylc sayma kamara-

sinda buharlasmadan uzun siire kalabilmektedir. Eriyik insan ve evcil
AN

hayvan kanlarinda trombositler igin izotonikdir. Boylece hiicreler
eriyik icinde uzun siire normal sekillerini korumakta ve trombosit-
lerin agregasyonlarma engcl olunmaktadir. Suda crimemis tuzlarin
bulunmamas: ve soliisyonda yeralan maddelerin belirli yogunluklar:
nedeniyle sayim alani temizdir ve trombositlerle karigtinlabilecek tuz
kristalleri, boya ve hiicre pargalar: yoktur. Malahit yesili trombosit-
leri ve akyuvarlari boyamak suretiyle onlar1 belirgin duruma sokup
taminmalarini ve sayimlarimi kolaylastirmaktadir. Eriyigin rengi sa-
bittir. Eriyik dayanikli olup, siiziiliip sterilize edildikten sonra cam
kapakl siselerde buz dolabinda 2-4°C dereceleri arasinda uzun siire
(1.5-2 ay) bozulmadan durmaktadir.

B. Yeni Metodla insan ve Evcil Hayvanlarda Trombosit
Saymma: Bu bolimde, bulmus oldugumuz yeni sulandirma eriyigi ile
insan ve evcil hayvanlarda dirckt trombosit sayim1 yapilarak gesitli
hayvan tirlerinde elveriglilik derecesi aragtinldi.

Materyal: Yaglar1 27-37 arasinda dcgisen 5 erkekte yeni metodia
trombosit sayildi. Evcil hayvanlar tizerindeki uygulamada at, sigir,
koyun, képek ve tavsan olmak iizcre toplam 25 hayvan kullamlda.
Denemeye tabi tutulan 3 disi, 2 erkek yerli ada tavgarunin yaglar1 5-12
ay arasimda; 4 erkek, 1 disi yerli képegin yaglar 1-2 arasinda; 5 erkek
arap atiun yaglari 9-11 arasinda; 5 jersey incgin hepsi 5 yaginda; 5
yarimkan merinos koyunun hepsi de digi ve 3 yaglarinda idi.

Sayma Kamarasi. Insan vc hayvanlarda trombosit sayimi igin
{izerinde iki adet sayma kamarasi bulunan Thoma lam: kullamlds.

Sulandirma Eriyigi ve Pipeti. Kammn sulandirilmasi, bu yazida ilk
defa takdim edilen ve 488. sayfada bilegimi verilen yeni eriyikle alyuvar
pipetlerinde yapildi. Eriyik buzdolabinda saklandig1 i¢in her kullan-
madan once cikarihip 1sistmn oda derecesine kadar yiikselmesi saglan-
d1. Béylecc Romies’in (20) bildirimlerine uygun olarak eriyik i¢inde
bulunabilecek kristaller nedeniyle yiiksek dcgerler elde edilmesi 6n-
lenmis oldu. '

Metod: Kan alinmasi. Gogunlukla kan sabahleyin agkarmina be-
densel ve ruhsal tam bir dinlenmeden sonra alind1. Insanlardan sayim,
parmak ucuna yapilan pikiirden serbestge gikan kapiller kanla yapildi.
Bunun icin el énce sabun ve su ile yikand1. Aktif bir hiperemi olugtur-
mak icin, icinde sicak su bulunan bir kaba sokularak bir ka¢ dakika
siire ile parmaklarin agilip kapanmasi saglandi. Kan alinacak parmak
ucu #nce alkol, daha sonra eterle silindi (24). Keskin bir Franck ignes
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ile delindi. Ik qikan kan damlast atilarak ondan sonraki kandan pi-
pete gekildi. At, sigir ve koyunda v. jugularis’ten, képcklerde v. sap-
hena’dan kan alindi. Atta ve sigirda steril ve pyrogen’den an plastik
bir enjektére takilmug 7.5 cm. uzunlugunda 14 numara, koyunda 6
cm. uzunlugunda 4'numara, képeklerde 4 cm. uzunlugunda 22 nu-
mara kan ignesi kullanildi. Tavsanlarda v. marginalis’e yapilan punk-
siyondan serbestge ¢ikan kandan pipete ¢ekildi. Hayvanlarin hepsinde
kan alinacak bélgenin énce killani jiletle trag edildi, kaba temizligi
yapildiktan sonra alkol ve eterle silindi.

Kan alirken doku sivist ile olan temast minimal degere indirmek
i¢in punksiyon dogrudan dogruya vcnaya yapild: ve hava kabarcigi
meydana gelmemesi i¢in kan enjektére cok yavag olarak cekildi (24).
Ucundan igne gikarilarak enjcktordeki kan; énceden igerisine 1 cc.
kan igin 2 mg. hesabiyle EDTA (Ethylenediaminetetra acetic acid’
in disodium tuzu) konmug olan agzi plastik kapakli 5 cc. lik sise-
lere bosaltild1. Sisenin agz1 kapanarak képiik yapmadan 3 dakika siire
ile elde sallanmak ve alt iist edilmck surctiyle kanla EDTA’nim iyice
karigmas: sagland:.

- Sayim Kamarasiun Hazirlanmas:. Her sayindan once giizelce te-
mizlenmis ve kurutulmug sayma lamlarn yéntemine uygun sekilde
lamelle kapatildiktan ve yanlarda Newton cizgileri goriildiikten sonra
mikroskop altinda bos alan incelemesi yapildi. Bu surctle 1am iizerinde
cizik, yag vb. pargaciklarm bulunup bulunmadigi kontrol edildi. Ayni
islem sulandirma eriyigi i¢in de uygulandi. Béylece kanla galigmaya
baglamadan énce sulandirma eriyiginde trombositlere benzeyen ve
sayim1 gliclestirebilecek koksi dizileri, bakteri, mantar, boya parti-
kiilleri ve criyigin st kisminda yiizen diizensiz parcalanma artiklar:
aragunldi (24). Arzuya uygun oldugu saptandiktan sonra sayim ya-
pildi.

Sulandirma. Alyuvar pipetlerinc, énce balon kismmn baglangicina
kadar sulandirma eriyigi ¢ekilip bosaltildi. Bu suretle pipetin ici eriyikle
islatilmig oldu. Pipete sisede bulunan EDTA’l: kandan (1) ¢izgisine
kadar alimp iizeri (101) rakamina kadar sulandirma eriyigi ile tamam-
land: ve 5 dakika siire ile elde sallandi. Karigimdan ilk 5 damla atild:
ve sayma kamarasimn her iki yiizii kanla dolduruldu. Daha énce alt
ve ist yarimlarma slak kurutma kagid: yerlestirilerek hazirlanmig
rutubetli petri kutusu igine kondu. Alyuvarlarin hemolizi ve trombo-
“itlerin boyanmas: igin 15 dakika birakildi. Mikroskobun tablasina
konarak trombositlerin ¢okmesi icin 10 dakika beklendi.

Hiicrelerin Saymmi ve Hesaplanmasi. Sayim 151k mikroskobunda, kis-
men kisilmig 151k ve biiyiik biiyiiltme ile yapildi. Trombositleri par-
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latmak igin kondansér asag: indirildi (4). Sayma laminmn her iki yii-
ziinde ve Thoma taksimatimn merkezinde bulunan biiyiik kareler
igindeki trombositler sayildi. Boylece her iki tarafta toplam olarak
0.2 mm3. lik bir hacim incelenmis oldu. Bulunan rakam agagidaki
formiile kondu veya kisaca lamin her iki yiiziinde bulunan hiicre sayist
500 le ¢arpilarak 1 mms3. kandaki trombosit sayist saptandi.

Bulunan Trombosit Sayisi x 100 x 4000

800 . .

Sayim sirasinda mikrometre déndiiriilmek suretiyle kritik ayar
noktas1 cldc edilerek trombositlerin taminmalar: kolaylastirildi.

Sonuclar ve Tartisma

488. sayfada bilcgimi verilen yeni sulandirma eriyigi ile insan ve
gesitli evcil hayvanlarda yapilan trombosit sayimlarindan elde edilen
sonuclar ve standard yanlglar: (1) agagidaki tabloda &zetlenmistir.

TABLO: 1

Yerti Metodla, Cesitli Hayvanlarda Yapilan Trombosit Sayimindan Elde Edilen
Ortalama Degerler, Standard Yanlslar: ve Degisim Simirlari.

Trombosit Sayist (10°/mm?.)
Tura . — R
Ort. Deger ve St. Yanhs Degisim Simin
—Insan ‘ 282.2 + 22.890 o 200 — 341 N
——At o 262.4 + 34.377 o —Z(Fjii%_—
Sx—glr 2 432—0_ + 35.215 348 — 3556
Koyun : i 354.8 - 19.921 - 282 — 404
Kopek o 371.2 + 32.819 o 304 -— 456
Tavsan 438.8 + 21.122 384 —- 496

Galiymamizdan elde edilen bulgulan literatiir dcgerlerle karg-
fagtiralim.

Insanlarda: Saghkl 5 erkek iizerinde yaptifimiz sayimlarda 1
mmb3. kanda 200.000-341.000 arasinda degigmck uzerc ortalama ola-
rak 282.2000 4 22.890 trombosit saptandi. Wintrobe’a (24) gére To-
cannius kendi metodu ile trombositleri 1 mms. kapillar kanda 250.000,
ven kamnda 310.000 olarak bulmustur. Yazarin kendisi de Bre-
cher-Cronkite metodu ile yaptigi sayimlarda trombositleri 1 mmo.
kanda 140.000-440.000 arasinda degigmek iizerc ortalama 250.000
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olarak saptamgtir. Olef’de kendi metodu ile 514.000 (437.000-586.000)
olarak saptamistir (18). Dameshek metodu ile trombositler 716.000
(500.000-900.000) olarak bildirilmigtir (14, 24).

Wintrobe’a (24) gore normal olarak ¢oktiiriilmiig trombosit hac-
mi 100 cc. kanda 0.3 cc. (hematokritte yaklagik olarak 0.3 mm.) dir.
Bu nedenle bildirilen yiiksek degerler istenilen dogrulukta degildir.
Heilmeyer ve Hittmair (14) trombositleri Feissly-Ludin metodu ile
292.000 olarak bildirmislerdir. ‘

Caliymamizda yeni metodla erkeklerden elde edilen degerler bu
bildirimlerin ortasinda yer almakta ve engok Heilmeyer ve Hittmair
(14) tarafindan bildirilen sonuglara uymaktadir. Insanlarda trombo-
sit sayis1 bakimindan her iki cinsiyet arasinda bir fark bulunmadig:
bildirilmistir (24).

Atlarda: Trombosit sayisim: Dukes(10) 176.000(110.000-300.000),
Wirth (25) 350.000 (200.000-500.000) ve Schalm (21) 330.000
(100.000-600.000) olarak bildirmisglerdir. Gardner’e (12) gére atlarda
trombosit sayisi ortalama olarak 305.384 diir. Boschen (5) atlar tizerin-
de yaptig1 aragtirmada indirekt sayumla I mms. kanda Neumann meto-
du ile 325.222 (180.560-545.100), Fonio metodu ile 299.332 (169.400-
415.280) trombosit saptamistir. Biz de yeni metodla safkan arap at-
lar1 tizerinde yaptigimiz ¢aliymada trombositleri ortalama 262.400 +
34.377 olarak saptadik. Degisim siurlari da 200.000 ile 396.000 ara-
simndadir.

Sigirlarda: Caligmamizda Jersey siit ineklerinde 1 mms3. kanda
trombosit sayis1 348.000-556.000 arasnda degismek iizere ortalama
432,000 + 35.215 olarak bulunmustur. Sigirlarin trombosit sayisim
Wirth (25) 400.000 (260.000-700.000), Heilmeyer ve Hittmair (14)
500.000 (100.000-800.000), Coffin (9) 300.000-800.000 ve Gardner
(12) 806.245 olarak bildirmislerdir. Bulgularimiz Heilmeyer ve Hitt-
mair tarafindan kaydedilen degigim sinirlar: iginde oldugu halde or-
talama dcgerden disiiktiir. Diger taraftan Wirth’in (25) bildirimlerine
cok yakm fakat ondan biraz yiksektir.

Koyunlarda: 1 mm?. kanda bulunan trombositlere ait literatiir
degerler s6yledir. Wirth’e (25) gore 370.000 (170.000 — 978.000},
Schermer’e (22) gére 400.000 (263.000-598.000), Schalm’a {21) gére
400.000 (250.000-750.000), Coffin’e (9) gére 250.000-750.000 ve
Gardner’e (12) gére 75.000-575.000 dir. Biz de, koyun kanlar: tizerin-
de yapilan sayimlarda 282.000-404.000 arasinda dcgismek iizerc or-
talama 354.800 4 19.921 trombosit elde ettik. Schermer’in (22) bil-
dirimine gére Klieneberger koyunlarda trombosit sayisimi 82.400-



Trombosit Sayum 493

228.000 arasinda saptamugtir. Bu degerler bulgularimizdan disiiktir.
Fakat yukarda gorildiigii gibi diger yazarlar tarafindan bildirilen
trombosit sayilar1 degerlerimizden yiiksektir.

Kopeklerde : Ycni  sulandirma  eriyigi ile  yaptigimiz
direkt sayimlarda kopeklerde 1 mms. kanda 371.200 + 32.819
(304.000-451.000) trombosit saptandi. Wirth (25) tarafindan
200.000-600.000 arasinda degigsmek lizere ortalama 300.000, Dukes
(10) tarafindan da 383.000 (120.000-190.000) olarak bildirilmistir.
Kopeklerde trombosit sayisimn, Schermer (22) 165.000 ile 378.000
ve Schalm (21) 200.000 ile 900.000 arasinda degistigini bildirmis-
lerdir. Gardner’c (12) gore brillantcresylblau metodu ile 1 mmo.
kanda trombositler 127.000-428.000 arasinda degismek iizere orta-
lama 250.000 dir ve Cruz, Van Allen thrombocytocrit metodu ile
100 cc. kanda 0.6 cc. trombosit saptamigtir.

Tavsanlarda: | mm:. tavsan kaninda bulunan trombositleri Wirth
(25) 243.000 (112.000-463.000), Schermer (22) 220.000 (126.000-
1.000.000), Schalm (21) 540.000 (200.000-1.000.000) olarak bildirmis-
lerdir. Coffin’e (9) gore ortalama deger 540.000 dir. Huepcr, Lands-
berg ve Eskridge (15) tarafindan yapilan bir aragtirmada tavsanlarda
trombosit sayist 170,000 olarak bildirilmistir. Casey, Rosahn ve Pearce
(8) cesitli irktan tavsanlar iizerinde yaptiklar: sayimlarda trombositler
Flandre irkinda 388.000, Belgika irkinda 527.000, Havana irkinda
562.000 olarak saptamiglardir. Biz dc yerli ada tavsanlarinda trombosit
sayisim 1 mm?. kanda 384.000 ile 496.000 arasinda dcgismek iizere
ortalama 438.800 + 21.122 olarak saptadik. Kolb’a (16) gére evecil
hayvanlarda trombosit sayilar1 150.000 ile 600.000 arasinda degismek-
te ve yeni dogan hayvanlarda trombosit degerleri genellikle crigkin
olanlardan daha disik bulunmaktadir.

Galigmamizda clde edilen bulgulan daha iyi degerlendirebilmek
icin énce mevecut metodlarin ézellikleri ve bunlara iligkin elestirilerin
ozet olarak gozden gecirilmesi faydali olacaktir.

Indirekt Metodlar: Bunlarda boyali siirme kan frotilerinden trom-
bositlerin alyuvarlara olan oram saptanmakta ve ayni kan orncgi ile
yapilan direkt alyuvar sayimmdan trombositlerin 1 mm?. teki sayilar:
bulunmaktadir (21, 25). Indirekt metodlarin baghcalari sunlardir:

Fonio M. unda %, 14 MgSO, eriyiginden biiyiikk bir damla, kan
almacak yere konarak pikiir bunun iginden yapilir (13, 24). Wirth
(25) bu metodda frotilerin ¢ok kisa zamanda ve akmakta olan taze
kandan yapilmasini, aksi halde trombositlerin yigin yapmasi ve pih-
tilagma nedeniyle sayimmn giiglestigini, bazen de yapilamadigini bildir-
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migtir. Kocher-Fonio M. unda parmak ucu %, 14 MgSO.eriyigi iginden
derin olarak delinir. Karigmdan froti yapilip May Griinwald-Giemsa
metodu ile boyanir (13). Miyake M.unda frotilerin boyanmast i¢in Gin
mavisi, eozin ve damitik sudan olusan bir ertyik kullamlr. Blacher M.
Kan sodyum sitrat ve fizyolojik tuzlu su ile sulandinhr. Kariggmdan
yapilan frotiler énce May Griinwald, sonra Gicmsa ile boyanir. Hal-
man (13) bu mctodlarm Fonio metodundan 9, 30 kadar ylksek de-
degerler verdigini bildirmigtir. Kosenow M. Bu metodda trombositler
auramin’le boyanmug frotilerde floresans 1gikta sayilir (22). Dameshek
M. undasulandirma criyigii¢inde brillantcresylblau vardir ve retikiilo-
sitlerde ayni frotide sayilabilir (24). Olef M. Kan parafin bir kap iginde
sulandinlir ve parafinlenmis bir ¢ubukla alinarak froti yapilir. Wint-
rcbe’a (24) gore Olef metodu belki de indirekt metodlarin en 1yisidir.
Fakat bu mctodda kanla criyik, trombositlerin alyuvarlara olan nor-
mal oranimm degistirmeyecek sekilde karigtirilmig olmahdir. Bu ig al-
yuvarlarin yiiksck 6zgiil agirhiklart ve ¢okmeye olan meyilleri nede-
niyle cok giictiir. Bu metodla vapilan trombosit sayimlar: direkt me-
todlardan daha yiiksek degerler verir. Frazer M. Sigir ve koyunlarda
trombosit sayimi icin tavsiye edilmigtir. Kan parafinlenmig bir igne
ile alinarak parafinli saat cami iginde sulandirilir (9).

Direkt Metodlar: Bu metodlarda kan 6rnegi belirli oranlar-
da ¢esitli sulandirma eriyikleri ile karigtirilarak dogrudan dogruya
kamarada sayilir. Direkt metodlardan baglicalar1 sunlardir:

Gutstein M. Kan énce 9, 3.8 sodyum sitrat ile karigtirihr. Sonra
icinde nilblau 2B x bulunan MgSOs ve damitik sudan olusan criyikle
sulandirilir (20). Walker ve Sweney M. Sulandirma eriyigi olarak 9, 1.1
lik sodyum oksalat kullamilir (23). Langenhager M. Kan alyuvar pipe-
tinde %, 3.8 sodyum sitrat eriyigi ile 1/100 oraninda sulandinilir (20).
Romies’c (20) goére, kan alinmas: 15 saniyeyi gegerse pihtilagmamn
baglamas1 nedeniyle algak degerler clde edilir. Danilin M. Sulandirma
eriyigi olarak %, 2 lik NaCl ile 9 1 lik malachitgriin kullamilir. Wirth
(25) Danilin ve Gutstein metodlarinda trombosit olarak sayilan hiic-
relerin hepsinin trombosit olmadigim, bu nedenle yiksek degerler
bulundugunu bildirmistir. Rees-Ecker M.unda sulandirma eriyigi ola-
rak 3.8 gr.sodium citrate; 0.22 cc. neutral formaldehyde (USP) 9,38;
0.05 gr. brillantcresylb'au; 100 cc. eau dist. kullanihir. Sulandirma
orani 1/100 diir (24). Benjamin (3) bu metodda formaldchidi %, 40
olarak bildirmistir. Yazara gore sulandirma eriyigi alyuvar pipetinin
balon kismina kadar ¢ekilip bosaltibr. Schalm’a (2) gére ayni metod-
da kan enjcktére almip hemen EDTA igine konur. Wintrobe (24)
uzun zaman heklemis Rees-Ecker eriyiginde formaldehidin oksidas-




Trombosit Sayimi 495

yonundan olusan formik asidin alyuvarlarda hemoliz yapabildigini
bildirmistir. Lawrence vé Valantine M. Kiigiik hayvanlarda kulak venin-
den cikan kanla yapilir ve Rees-Ecker eriyigi kullarulir (9). Brecher-
Cronkite M. unda sulandirma criyigi olarak %, 1 lik amonyum okzalat
kullamilir ve sayim faz kontrast mikroskopta yapilir (6). Bigs ve Mcc-
farlane’c (4) gore, Once alyuvar pipetinde 0.5 gizgisine kadar sulan-
dirma criyigi, sonra eriyik 1 gizgisine ¢ikincaya kadar kan ¢ekilir.
Wintrobc’a (24) gore kan silikonize deney tiipiine alimir, Yazara gorc
bu metodun faz kontrast mikroskop gibi 6ézel bir aletc ihtiyag goster-
mesi bir dezavantajdir. Piette M. Bu mctodda Feissly-Ludin sulandirma
eriyigindeki cocaine yerine chlorhydrate de procaine kullamlmak
suretiyle bir degisiklik yapilmistir (19). Guy ve Leake M. unda alyuvar-
lar parcalanmazlar. Diger kisimlar Rees-Ecker metodunun aynidir
(9). Van Allen Thrombocytocrit M. Kiire seklinde sedimentasyon kama-
rasi ve ozel yapida santrifii) tiipii gereklidir (23).

Boschen’e (5) gore kanin uzun siire santrifiije cdilmesinde bile
trombositlerin bir kismi plazma iginde asili kalirlar. Diger bir kismi
alyuvarlara kangr. Bu nedenle hematokritle ¢oktiirilmiiy trombosit
kat1 kalinhgmndan trombosit sayilari hesaplanamaz. Flissner M. unda
parafinlenmis malzeme kullamlir ve sulandirma criyigi Dahlia boya-
siyle karigik Tyrode eriyigi ve %, 10 luk formolden olusur. Wirth (25)
Flossner ve benzeri metodlarla clde cdilen trombosit sayilarimin as-
linda canhida bulunan normal sayidan az oldugunu bildirmistir.

indirekt Metodlarn Dezavantajlare: Bu metodlarda, frotide hiicre-
lerin diizensiz dagibglari ve kiimclenmeler nedeniyle alyuvar trombo-
sit orani bozulmaktadir. Bu nedenle gesitli yazarlar tarafindan (22,
24) bildirildigi gibi indirekt mctodla yapilan sayimlar dirckt metodla
elde edilenlerden daha yiiksck sonuglar vermeye meyleder. Ayrica
frotinin kalmlig, antikoagulan maddenin bilegimi ve degide bulundu-
gu yiizey gibi ¢esitli faktorler trombositlerin gekillerine ctkirler (24).

Direkt Metodlann Sakincaly Yionleri: Wintrobc’a (24) gdre sayma
kamarasinn yagh immersiyona miisade ctmemesine bagh olarak
trombositlerin diger parcaciklardan ayirt edilmesi giigtir. Bu nedenle
dirckt metodlarm hepsinde bir handikap bulunmaktadir. Todd, San-
ford ve Wells (23) direkt metodlarin genellikle bazi1 indirckt metodlar-
dan alcak degerler verdigi halde klinik amaclar igin daha pratik ol-
dugunu bildirmiglerdir. Wintrobe’a (24) gore genellikle yapilan yan-
liglar al¢ak trombosit sayis1 vermceye meyleder. Dogru sonug almmasin-
da cn 6nemli nokta kamin c¢abuk sulandirilmasidir. Tam erimemig
alyuvar, akyuvar pargalari, sulandirma swvistun yapiminda kulla-
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mlan bazi tuzlarin kristalleri, boya, bakteri vb. partikiiller dogru ol-
mayan yiiksck degerler verir,

Wirth de (25) bazi aragtincilanin 6zel metodlarla yiiksek degerler
bulduklarini, bu metodlarin sadece gergek trombositlerin teghis edilip
sayilmadigi noktasindan elest'rildiklerini bildirmistir. Yazara gore
Ogorelec, kanathlarda oldugu gibi memeli kanlarinda da trombosit-
lerle birlikte mekik benzeri hiicrelerin yiiksck sayida bulunabilecegini
kaydctmigtir. Ayrica Wirth’e gére trombosit sayimut ile ilgili metodia-
rin hepsinde bir araya gelen hiicreler nedeniyle yanlig sonug alinir,
Bu sckilde elde edilen degerler dolagim kaninda bulunan trombosit
sayisindan disiiktir,

Galiygmamizda hayvanlarin trombosit sayimlari ven kani ile ya-
pilmigtir. Boylece ven kani ile kapillar kandan daha iyi sonuglar ali-
nabilecegi bildirimlerine uyulmugtur (7, 24). Insanlarda venadan kan
almanin sakincalar1 géz éniinde bulundurularak sayim, yazarlarin
¢ogu tarafindan bildirildigi gibi (4, 24, 25) parmak ucundan gikan
kanla yapilmigtir. Tavganlarda ven kani kullanmilmakla beraber daha
pratik olmasi ncdeuiyle Lawrence ve Valantine (9) in kiigiik labora-
tuvar hayvanlarinda sabk verdikleri gibi pipet, kulak venine (kan
ignesi batirilmak surctiyle) yapilan punksiyondan serbestce cikan kan-
la dolduruldu. Gergi tavsanlarda da biiyiik hayvanlarda oldugu gibi
v. marginalisten igue ile enjektore kan alinabilirse de gogu kez yeter
miktar kan almadan damar kcllabe olmaktadir. At, sigir, koyun ve
képekte kan plastik bir enjektérc alinarak icinde EDTA bulunan
§ selerc bosaltildi. Bazi yazarlar tarafindan bildirildigi (24) ve bizim
dc Viyana’da 6n galiymalarimiz sirasinda kullandigimiz gibi kan sili-
konize ignelerle (ve plastik enjektorle) alinarak silikonize gisclere (Si-
liconierung von glasrérchen, firma R. Siebert, Garnisongasse Wien 9.
Austria) veya agz1 kapakh 6zcl plastik deney tiiplerinc (Plastikrérchen
aus polystyrene mit deckel nach hartet, firma Fritz Hellige and Ca.
Gelbergasse 84. wien 12. Austria) konabilir. Ozel durumlarda ve ileri
derccede duyarli caligmay: gercktiren bazi olaylarda plastik enjektére
tesbit cdilmig ve kan ignesi iizerine gegirilen gok ince plastik bir boru
ile damara girilerck igne geri gekildikten sonra plastik borudan en-
Jektdr icinc kan toplanabilir. Bu metod, trombositlerin par¢alanma-
larina veya bir araya toplanmalarina cngel olunma yéniinden daha
faydal olabilirsc de bu malzemenin her yerde kolaylikla saglanmas:
miimkiin degildir. Caliymamizda her laboratuvarda kolayhkla uygu-
lanabilecck pratik bir metod amag edinildigj igin, punksiyon yapilmig
damardan dirckt olarak pipete kan ¢ckme yerine plastik enjektérle
kan almayi, Schalm (21) ve Benjamin (3) tarafindan da bildirildigi
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gibi alman kani yukarda adi gegen silikonize sige veya plastik tiipler
yerine EDTA’h siseler¢ toplamay: uygun bulduk.

Takdim ettiimiz yeni metodda kann sulandinlmasinda Ben-
jamin, Schalm ve Wintrobe’un (3, 21, 24) tavsiyelerine uygun olarak
alyuvar pipeti kullanildi. Fakat sulandirma bu bildirimlerde 1/200
oldugu halde sayim alanina diigen normal tombosit miktarimin ko-
lay bir sayim igin elverigli seyreklikte olmasi nedeniyle biz 1/100 su-
landirmay: uygun bulduk. Boylece fazla sulandirmamin sakincalar
bir dereceye kadar azaltilmig oldu.

Caligmalarimizda insan, at, sigir, kopek ve tavsanlarda yeni me-
todla yapilan sayimlardan eldc edilen sonuglar literatiir degerlere
uygun olup, bazi bildirimlerden biraz yiiksektir. Sadece koyunlara
ait olanlar biraz digiiktiir. Koyunlarla ilgili bulgularimizin literatir
degerlerin degisim simirlar iginde olmasi, Kliencberger ve Gardner’in
bildirimlerinden (sayfa 492) yiiksek bulunmasi nedeniyle farklihgin
deneye alinan hayvan sayisimn azhigmdan ileri geldigs diigiiniilebilir.
Ayrica irk farki diger bir faktdr olabilir. Nitekim literatiirde gesitli
koyun irklart arasinda bir ayriigin bulunup bulunmadig: ile ilgili bir
bildirime rastlanamamgtir. Koyunlarda pihtilagma siiresinin sigir ve
diger hayvanlara oranla kisa olugu —atta 11.5', sifirda 6.5, tavsanda
4', kopekte 2.5, koyunda 2.5' (10), baz1 yazarlara gére 1.25-1.5
(22)— trombositlerin pargalanmasi ve piht1 olusumu diigiik degerlere
neden olarak ele alinabilir ise de ézellikle koyunlar iizerindeki gahs-
malarimiz sirasinda kan alinmasina jliskin bir gigliikle kargilagilmadi.
Diger taraftan insan ve gesitli evcil hayvanlarin trombosit sayilarina
iligkin I'teratiir degerler yazar ve metodlara gére degismek tizere cok
farklidir,

Sonug olarak direkt trombosit sayiminda kullanilmak izere tak-
dim ettigimiz yeni sulandirma eriyigi, insan, at, sigir, koyun, kopek
ve tavsanlarda bagar ile kullanilmig ve yapilan sayimlardan literatiir
degerlere uygun sonuglar almmugtir. Ayni eriyikle ads gegen hayvan-
larda akyuvar sayimi da yapilabilmektedir.

Tesekkiir: Bu travayin hazirlanmasinda tesvik ve yardimlarim
gordiigiim Prof. Dr. Ahmet Noyan’a, laboratuvarinda ¢aligma izini
veren ve gerekli malzemeyi saglayan Viyana Veteriner Yiiksek Okulu
Fizyoloji Enstitiisii direktorii Ord. Prof. Dr. Alfred Kment’e, ilgilerini
esirgemeyen Dog. Dr. Leibesider’e, Dr. Deigner’e ve enstitiinin di-
ger clemanlarma tegckkiir ve giikranlarimt sunmayi zevkli bir goérev

saymaktayim.
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