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Sunınıary

A New Method For Thronıbocyte Count in Hunıan
And Donıestic Aninıals

In this investigation a new dilııtingflııid for direct thrombocyte eoıınt has been pre-
sentcd. The composition of this solııtion is given below. Additionaııy, the thrombocyte
eounts whieh determined by this new method in 5 men and 25 animals from diITerent species
have been reported.

PropyIcne glycol .

Distilled water .

Malachite green (I % solution) .

Sodium earbonate (I % solution) .

50 mi.

40 "
2 "
I "

The ceııs in this solution keep their normal shapes and the aggregations of thrombocy-

tes are inhibited. Propylene glyeol renders the erythroeytes invisiblc and non refraetile. Co-

ıınting field is dean and free of salt erystals, stains and eeıı partides which interfere with
thrombocytes. It is also possible to emınt the Icucoeytes in the same dilution.

According to our findings the thrombocyte eounts per cııbie miııimeter are 282.200 :l
22.890 with a range from 200.000 to 341.000 in men, 262.400 + 34.377 (200.000-396.200)

in horses, 132.000 + 35.215 (348.000-556.000) in eattle, 354.800 ::i: 19.921 (282.000-404.-

000) in sheep, 371.200 :l 32.819 (304.000-456.000) in dogs and 438.000 :!: 21.122 (384.000-
496.000) in rabbits.

This new method seeıns to be praetical and has the abilities of being casily applicable
in every laboratory and of giying reliable counts .

•••A.Ü. Veteriner Fakültesi Fyizoloji Kürsüsü Doçenti, Ankara-Türkiye.
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Trombosit Sayımı

Zusan1lnenfassung

Eine neue Methode zur direkten Blutplattehenzah1ung
bei Mensehen und Tieren

485

In dieser Arbeit wird eine Lösııng, deren zlIsammensetzlIng unten angegeben ist, zur
direkten Ziihlung von Blutpliittchen entwiekelt. Danach wurden mit dicser neuen Methode
bei 5 Mensehen und 25 versehiedenen Tieren Blutpliittchen-Ziihlungen durch!;eführt und
die daraus ermittelten Ergebnisse hier aufgeführt. .

Propylen glykole 50 mI.

Aqua dest ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40 "

I\1alachitgrün (1 %-ig) 2"

Natriumcarbonat .(1 %-ig) ı"

in dicser Lösung konnten die Zellen ihre normale From bewahren und cine Aggregation
der Blutpliittchen verhindert werden. Propylen glykole macht roten Blutkörperchen unsicht-
bar und dadurch verlieren sic ihre Liehtreflektions vermögen. Die Ziihlfliiehe war sauber
wiederum waren keine salzkristalle, Farbstoff-und Zellpartikelehen vorhanden, die man mit
Blutpliittehen hiitte verwechseln können. Mit derselben Lösung konnte man auch wcisse
Blutkörpcrchcn ziihlen.

Anhand unserer Untersuchungcn konnten wir Pro mL. Blut folgende Ergebnisse er.lİe-
len: Beİm Menschen 282.200 :l:: 22.890 (200.000-341.000), beim pferde 262.400 :l:: 34.377
(200.000-396.000), bcim Rind 432.000 :l::35.215 (348.000-556.000), be im Schaf 354.800
:i: 19.921 (282.000-404.000), beim Hund 371.200 :l:: 32.819 (304.000-456.000) und bcim
Kaninchen 438.800 :i: 2 ı.ı22 (384.000-496.000).

Wir sind dcr Meinung, <lass diese neue Methode praktisch, injedcm Labor leicht
durchführbar ist und zuverliissige Ergebnisse bringt.

Özet

Bu çalışmada direkt trombosit sayımında kullarulmak üzere aşağıda bileşimi verilen
yeni bir sulandırma eriyiği takdim edilmiştir. Ayrıca yeni metodla 5 insan ve çeşitli türlere
ait 25 hayvan üzerinde yapılan sayımlardan elde edilen sonuçlar kaydedilmiştir.

Propilen glikol

Damıtık su

50 cc.

40

Malahit yeşili . . . . . . . . . • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2

Sodyum karbonat (% ıcriyiği) .

Eriyik içinde hücreler normal şekillerini korumakta ve trombositlerin aggregation'la-
rına engel olunmaktadır. Propylen glycol alyuvarlan görünmez ve ışığı yansıtmaz bir duru-
ma sokmaktadır. Sayım alam temiz olup trombositlerle kanştın1abilecek tuz kristalleri, boya
ve hücre partikülleri bulunmamaktadır. Ayni eriyikle akyuvarlar da sayılabilmektedir.
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Bulgulanmıza göre ımm'. kanda insanlarda 200.000-34 i.000 arasında değişmek üzere
ortalama olarak 282.200::1:22.890, atta 262.400::1:34.377 (200.000-396.000) sığırda 432.000
:i: 35.215 (318.000-556.000), koyunda 354.800::: 19.921 (282.000--404.000), köpekte 371.200
:i: 32.819 (304.000-456.000) ve tavşanda 438.000:::21.122 (384.000-496.000) trombosit
saptanmıştır.

Kanımızca yeni metod pratik olup, her laboratuvarda kolaylıkla uygulanabilecek ve
doğru sonuçlar verebilecek niteliktedir.

Giriş

Geneııikle kan muayeneleri, hemopoetik sistemin fonksiyonuı.u.ı
yoklanmasında ve kan ın katımını deği~tiren çe~itli nedenlerin söz
konusu olduğu durumlarda ba~ vurulan bir laboratuvar metodudur.
Ayrıca homatolojik muayeneler fizyopatolojik ve klinik yönden bir
canlının biyolojik olarak incelenmesinde önemli. bir yer tutar. Bu ne-
denle son zamanlarda rutin laboratuvar muayenelerinde ve çe~itli
bilimsel ara~tırmalarda, özeııikle atom enerjisine ili~kin olanlarda, bü-
yük ölçüde kullanılmaktadır.

Kanın ~ekiııi elementlerinin durumlarının tesbitinde öncelikle
flzyolojik normal değerlerin bilinmesi gereklidir. Fizyoloj-i alanına
giren hematolojik muayenelerin ba~ında, kan hücrelerinin sayımı gelir.
Bu amaçla alyuvar, akyuvar ve retikülositler için Hayem, Türk ve
Rees-Ecker gibi pratik ve doğru sonuçlar veren ve her laboratuvar
tarafından benimsenen metodlar bulunmu~tur. Trombosit sayımında
durum farklıdır. Bu hücrelerin ~ekillerinin düzensiz olu~u (22, 25)
adhesion, aggregation ve aglutination gibi önemli özeııikleri nedeniyle
sayımları güçtür (12, 23). Trombositler için direkt ve indirekt olmak
üzere 20 den fazla metod ve modifikasyonları tanımlanmı~ olduğu
halde her duruma elveri~li kusursuz bir metod bulunamamı~tır (17,
24). Bugün elektronik olarak kan hücreleri sayımı yapan aletler (The
Electronic Coulter Counter for Blood Ceııs, Vickers Blood Ceııs Co-
unter) satılmaktadır (21). Fakat bunlarda çoğunlukla sadece alyuvar
ve akyuvar sayılabilmektedir.

Trombosit sayımının güç olu~u nedeniyle, fizyolojik deği~iklikler
ve deği~im sınırları kesin olarak saptanamamı~tır. Ayni nedenle trom-
bosiderin normal sayılarını bildiren literatür değerler, kullanılan me-
todlara ili~kin olarak birbirinden çok farklıdır (24). Deği~ik bildirim-
lerin gerekçesinde, trombositlerin dayanıksız küçük hücreler olu~u,
hava temasında çabucak parçalanmaları ve hemopoetik sistemin özel-
likle trombositler yönünden labilitesi gibi nedenler yer almaktadır.
Wintrobe'a (24.) göre trombositlerin çe~itli zamanlarda ayni damar
içindeki dağılı~ları bile farklıdır. Yukarda sayılan faktörlerin, sonuç-
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ların değişik oluşunda etkili olabilecekleri kabul edilebilirse de, kanı-
mızca henüz yeterli bir metodun mevcut olmayışı farklı bildirimlerin
temcl nedenini teşkil etmektedir.

Ayrıca insanlarda kullanılan metodlardan bazıları çoğu zaman
hayvanlarda aynen uygulanmakta ve değişik hayvan türlerinde elve-
rişIilik derecesi tam olarak araştırılmamış bulunmaktadır. Nitekim
Behrens (2) indirekt bir sayım olan Neuman Monreal çabuk boyama
metodunda insanlarda 5 dakikalık boyama süresinin atlarda yetersiz
olduğunu, bu sürenin 20 dakika olması gerektiğini bildirmiştir.

Travma, asfeksi, akut kan kayıpları ve kemik kırıklarında trom-
bositozis oluşur (24). Uzun süren kronik kanarnalarda apıastik ve per-
nisiyöz anemi (i 3), lenfatik lösemi (23), agranülositoz, üremi, difteri,
pnömoni, grip ve dizanteri gibi i.nfeksiyöz hastalıklarda trombopeni
görülür (13, 24). Hemorajik trombositemi, trombopenik purpura olay-
ları kliniklerde rastlanan önemli bozukluklardır. Bunlara benzer bir
çok patolojik durumlarda hastalıklara eşlik eden ve trombosit sayı-
larında meydana gelen değişiklikler bildirilmiştir. Fakat normal de-
ğerler ve sayım metodlarına olan güvensizlik nedeniyle bu bildirim-
lerden ve yapılan çeşitli araştırmaların sonuçlarından pratikte gereği
kadar fayda sağlanarnamaktadır. Bu nedenle ancak çok büyük sayı
değişiklikleri kliniklerde önemli olabilmektedir (23, 24). Bu düşünce-
ler ve halen trombosit sayımı için yeterli bir metodun mevcut olmayışı
(17, 24) bizi trombosit sayımında güvenle kullanılabilecek yeni bir
sulandırma eriyiğinin bulunması üzerinde çalışmaya yöneltti. Daha
önce yaptığımız bir araştırmada (1 i) hayvanlarda eosinophil ve reti-
eulocyte sayımında kullanılan Pilot criyiğinin tarafımızdan tavşan-
larda ilk defa neutrophil'lerin direkt sayımında başarı ile kullanılmış
olması bu yeni travay için cesaret ve ilham kaynağı oldu. 1967 yılında
araştırma ve incelemelerde bulunmak üzere gitmiş olduğumuz Viyana
Veteriner Yüksek Okulu Fizyoloji Laboratuvarında bu konu ele alındı.
Değişik bileşimlerde hazırladığımız lOO'e yakın eriyikten boyama
yetenekleri, pH dereceleri vb. özellikleri yönünden en elverişli olanı
üzerinde yapılan modifikasyon ve geliştirme çalışmaları sonunda yeni
bir sulandırma eriyiği elde edildi. İnsan ve evcil hayvanlarda: direkt
trombosit sayımında kullanılim bu solüsyonun bileşimi ve avantajı
488. ve 489. sayfalarda kaydedildi.

Yurda döndükten sonra bu çalışmanın devamı olarak ycni bulu-
nan eriyikle insan, at, sığır, koyun, köpek ve tavşanlarda 1 mm3• kanda
trombosit sayıları saptanarak yeni metodun insan ve çeşitli evcil hay-
vanlarda elverişlilik derecesi araştırıldı. Elde edilen değerler ve değişim
sınırları literatürle karşılaştırılıp tartışmaları yapıldı.
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Materyal ve Metod'

çalışmamız iki bölümü kapsamaktadır. i. bölümde direkt trom-
bosit sayımında kullanılmak üzere yeni bir sulandırma eriyiğinin elde
edilmesi; 2. bölümde, bulunan yeni eriyiğin insan ve evcil hayvanlar-
da elverişlilik derecesinin kontrolu yer almaktadır.

A. Sulandırına Eriyiğinin Elde Edilınesine İlişkin Çalışına-
lar: Önce 493. ve 494. sayfalarda kaydedilen mevcut metodların özel-
likleri incelendi. Çeşitli metodlar hakkındaki eleştiriler gözden geçi-
rilerek avantaj ve dezavantajları saptandı. Bunların başlıcaları, indirekt
olanlardan Fonio, OLej, Dameshek; direkt olanlardan Danilin, Gutstein,
Piette, Breeher-Cronkite ve Rees-Eeker metodları ile insan ve tavşan kanları
üzerinde ön çalışmalar yapıldı. Çalışmalarımızda, her laboratuvarda
kolaylıkla uygulanabilecek ve her zaman doğru sonuçlar verebilen
pratik bir metod bulunması amaç edinildi. Bunun için aeridin orange,
toluidin, brillanteresylblau, giemsa, malaehitgrün, nillblau, violet de gentiane,
phloxin ve auramin gibi boyalarla değişik bileşimde eriyikler hazır-
landı. Bu eriyiklere konservatif olarak jormaldehit, thymol ve nipagin
gibi çeşitli maddelerin eklenmesi denendi. Üzerinde çalışılan eriyikler
içine giren maddelerin çeşidini, oranlarını ve eriyiklerin pH derece-
lerini değiştirmek suretiyle yapılan çeşitli kombinasyonlarla 100'e
yakın solüsyon hazırlandı. Bunların herbiri ile tavşan ve insan kanların-
da trombosit sayılarak en elverişli olanı üzerinde gerekli düzeitme ve
modifikasyonlar yapıldı. Böylece insan ve evcil hayvanların trombosit
sayımlarında başarı ile kullanılan ve aşağıda bileşimi verilen yeni bir
sulandırma eriyiği elde edildi.

PropiIen glikol 50 cc.
Damıtık su 40 "
Malachit yeşili (suda % leriyiği) 2 "
Sodyum karbonat (suda % i eriyiRi) .. i "

Bu eriyiğin pH'ı 6.8 dir. Solüsyon yukarda verilen sıraya
uygun olarak nötr damıtık su ile yapıldı. Laboratuvarda bulunan
damıtık suyun reaksiyonu hafif asit olduğu zaman, içine azar azar
% i ilk sodyum karbonat eklendikten ve pH'ı 7 ye ayarlandıktan
sonra kullanıldı. Eriyiğin bileşiminde bulunan propilen glikol alyu-
varları görünmez ve ışığı yansıtmaz bir duruma getirmekte böylece
sayım yapılırken mikroskop alanında sadece trombositler ile akyuvar-
lar kalmaktadır. Bu nedenle yeni eriyikle akyuvarların direkt sayım-
ları da yapılabilmektedir. Akyuvarların özel şekilleri, çekirdekli ve
çok büyük hücreler olmaları nedeniyle trombositlere karıştırılması
ve sayımı güçleştirmesi söz konusu değildir.
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Bileşiminde bulunap. propilcn glikol nedeniyle sayma kamara-
sında buharlaşmadan uzun süre kalabilmektedir. Eriyik insan ve evcil

'\

hayvan kanlarında trombositler için izotonikdir. Böylece hücreler
eriyik içinde uzun süre normal şekillerini korumakta ve trombosit-
lerin agregasyonlarına engel olunmaktadır. Suda crimemiş tuzların
bulunmaması ve solüsyonda yeralan maddelerin belirli yoğunlukları
nedeniyle sayım alanı temizdir ye trombositlerle karıştırılabilecek tuz
kristalleri, boya ve hücre parçaları yoktur. Malahit yeşili trombosit-
leri ve akyuvarları boyamak suretiyle onları belirgin duruma sokup
tanınmalarını ve sayımlarını kolaylaştırmaktadır. Eriyiğin rengi sa-
bittir. Eriyik dayanıklı olup, süzülüp sterilize edildikten sonra cam
kapaklı şişelerde buz dolabında 2-4 cC dereceleri arasında uzun süre
(1.5-2 ay) bozulmadan durmaktadır.

B. Yeni Metodla İnsan ve Evcil Hayvanlarda Tronıbosit
Sayınıı: Bu bölümde, bulmuş olduğumuz yeni sulandırma eriyiği ile
insan ve evcil hayvanlarda direkt trombosit sayımı yapılarak çeşit.li
hayvan türlerinde elverişlilik derecesi araştırıldı.

Materyal: Yaşları 27-37 arasında değişen 5 erkekte yeni metodla
trombosit sayıldı. Eveil hayvanlar üzerindeki uygulamada at; sığır,
koyun, köpek ve tavşan olmak üzere toplam 25 hayvan kullanıldı.
Denemeye tabi tutulan 3 dişi, 2 erkek yerli ada tavşamnın yaşları 5-12
ayarasında; 4 erkek, 1 dişi yerli köpeğin yaşları 1-2 arasında; 5 erkek
arap atının yaşları 9-11 arasında; 5 jersey ineğin hepsi 5 yaşında; 5
yarımkan merinos koyunun hepsi de dişi ve 3 yaşlarında idi.

Sayma Kamarası. İnsan ve hayvanlarda trombosit sayımı için
üzerinde iki adet sayma kamarası bulunan Thoma lamı kullanıldı.

Sulandırma Eriyiği ve Pipeti. Kamn sulandırılması, bu yazıda ilk
defa takdim edilen ve 488. sayfada bileşimi verilen yeni eriyikle alyuvar
pipetlerinde yapıldı. Eriyik buzdolabında saklandığı için her kullan-
madan önce çıkarılıp ısısının oda derecesine kadar yükselmesi sağlan-
dı. Böylece Romies'in (20) bildirimlerine uygun olarak eriyik içinde
bulunabilecek kristaller nedeniyle yüksek değerler elde edilmesi ön-
lenmiş oldu. .

Metod: Kan alınması. Çoğunlukla kan sabahleyin açkarmna be-
densel ve ruhsal tam bir dinlenmeden sonra alındı. İnsanlardan sayım,
parmak ucuna yapılan pikürden scrbestçc çıkan kapillcr kanla yapıldı.
Bunun için el önce sabun ve su ile yıkandı. Aktif bir hiperemi oluştur-
mak için, içinde sıcak su bulunan bir kaba sokularak bir kaç dakika
süre ile parmakların açılıp kapanması sağlandı. Kan alınacak parmak
ucu i)nce alkol, daha sonra eterle silindi (24). Keskin bir Franck iğnesi
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ile delindi. İlk çıkan kandamlası atılarak op.dan sonraki kandan pi-
pete çekildi. At, sığır ve koyunda v. jugularis'ten, köpeklerde v. sap-
hena'dan kan alındı. Atta ve sığırda steril ve pyrogen'den arı plastik
bir enjektöre takıIml~ 7.5 cm. uzunluğunda ı4 numara, koyunda 6
cm. uzunluğunda 4 'numara, köpeklerde 4 cm. uzunluğunda 22 nu-
mara kan iğnesi kullanıldı. Tavşanlarda v. marginalis'e yapılan punk-
siyondan serbestçe çıkan kandan pipete çekildi. Hayvanların hepsinde
kan alınacak bölgenin önce kılları jiletle tra~ edildi, kaba temizliği
yapıldıktan sonra alkol ve eterle silindi.

Kan alırken doku sıvısı ile olan teması minimal değere indirmek
için punksiyon doğrudan doğruya venaya yapıldı ve hava kabarcığı
meydana gelmemesi için kan enjektöre çok yava~ olarak çekildi (24).
Ucundan iğne çıkarılarak en,jektördeki kan; önceden içerisine 1 cc.
kan için 2 mg. hesabiyle EDTA (Ethylenediaminetetra acetic acid'
in disodium tuzu) konmuş olan ağzı plastik kapaklı 5 cc. lik ~işe-
lere boşaltıldı. Şi~enin ağzı kapanarak köpük yapmadan 3 dakika süre
ile elde sallanmak ve alt üst edilmek suretiyle kanla EDT A'nın iyice
karışması sağlandı.

Sayım Kamarasının Hazırlanması. Her sayımdan önce güzelce te-
mizIcnmi~ ve kurutulmuş sayma lamları yöntemine uygun şekilde
lamelle kapatıldıktan ve yanlarda Newton çizgileri görüldükten sonra
mikroskop altında boş alan incelemesi yapıldı. Bu suretle lam üzerinde
çizik, yağ vb. parçaeıkIarın bulunup bulunmadığı kontrol edildi. Ayni
işlem sulandırma eriyiği için de uygulandı. Böylece kanla çalışmaya
ba~lamadan önce sulandırma eriyiğinde trombositlere benzeyen ve
sayımı güçle~tirebiIecek koksi dizileri, bakteri, mantar, boya parti-
külleri ve criyiğin üst kısmında yüzen düzensiz parçalanma artıkları
araştırıldı (24). Arzuya uygun olduğu saptandıktan sonra sayım ya-
pıldı.

Sulandırma. Alyuvar pipetlerine, önce balon kısmın başlangıcına
kadar sulandırma eriyiği çekilip boşaltıldı. Bu suretle pipetin içi eriyikle
ıslatılmış oldu. Pipete şişede bulunan EDT A'lı kandan (ı) çizgisine
kadar alınıp üzeri (i Oi) rakamına kadar sulandırma eriyiği ile tamam-
landı ve 5 dakika süre ile elde sallandı. Karışırndan ilk 5 damla atıldı
ve sayma kamarasımn her iki yüzü kanla dolduruldu. Daha önce alt
ve üst yanmıarına ıslak kurutma kağıdı yerleştirilerek hazırlanmı~
rutubetli petri kutusu içine kondu. Alyuvarların hemolizi ve trombo-
"itlerin boyanması için ı5 dakika bırakıldı. Mikroskobun tablasına
konarak trombositlerin çökmesi için iO dakika beklendi.

Hücrelerin Sayımı ve Hesaplanması. Sayım ı~ık mikroskobunda, kıs-
men kısılmı~ ı~ık ve büyük büyüitme ile yapıldı. Trombositleri par-
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Türü

latmak için kondansör a~ağı indirildi (4). Sayma lamının her iki yü-
zünde ve Thoma taksimatının merkezinde buiunan büyük kareler
içindeki trombositler sayıldı. Böylece her iki tarafta toplam olarak
0.2 mm3• lük bir hacim incclenmi~ oldu. Bulunan rakam a~ağıdaki
formüle kondu veya kısaca lamın her iki yüzünde bulunan hücre sayısı
500 le çarpılarak 1 mm3. kandaki trombosit sayısı saptandı.

Bulunan Trombosit Sayısı X 100 X 4000

800

Sayım sırasında mikrometre döndürülmek suretiyle kritik ayar
noktası elde edilerek trombositlerin tanınmaları kolayla~tırıldı.

Sonuçlar ve Tartışma

488. sayfada bilqimi verilen yeni sulandırma eriyiği ile insan ve
çe~itli evcil hayvanlarda yapılan trombosit sayımlarından elde edilen
sonuçlar ve standard yanlı~ları (1) a~ağıdaki tabloda özetlenmi~tir.

TABLO: i

Yerti Metodla, Çeşitli Hayv2.nlarda Yapılan Trombasit Sayımından Elde Edilen
Ortalama Değerler, Standard Yanlışları ve Değişim Sınırları.

I
Trombasit Sayısı (IO'/mm'.)

-- .---- ..-----1 - .---.-.---
Ort. Değer ve St. Yanlış i Değişim Sınırı- -------- ----..---.-..---- ..-..--.-1-- --- ...----.-

İnsan 282.2 ::1::22.890 200 - 341

At 262.4 :+: 34.377 200 -.- 396
--------- -_ .. '- -_ ..._--------- ----------

Sığır
.

432 .O ::1::35.215 348 - 556
------- .. ---_._--_._------ --- --------

___ :_::_:_: "= ==~_-_=-_:_:::~~:_:-_~:_'_':_:_:.--_-_-_-_i~_.--_...-_::_:_:~::4-6_-_-_-
Tavşan 438.8 ::1::21.122 i 384 -- 496

çalı~mamızdan elde edilen bulguları literatür değerlerle kaqı-
la~tıralım.

İnsanlarda: Sağlıklı 5 erkek üzerinde yaptığımız sayımlarda ı
mm3. kanda 200.000-341.000 arasında deği~mek üzere ortalama ola-
rak 282.2000:f:: 22.890 trombosit saptandı. Wintrobe'a (24) göre To-
canniuskendi metodu ile trombositleri 1mm3• kapillar kanda 250.000,
ven kanında 3ı0.000 olarak bulmu~tur. Yazarın kendisi de Bre-
cher-Cronkite metodu ile yaptığı sayımlarda tromhositleri ı mm3•

kanda 140.000-440.000 arasında deği~mek üzere ortalama 250.000
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olarak saptamıştır. Olef'de kendi metodu ile 514.000 (437.000-586.000)
olarak saptamıştır (18). Dameshek metodu ile trombositler 716.000
(500.000-900.000) olarak bildirilmiştir (14, 24).

Wintrobe'a (24) göre normalolarak çöktürülmüş trombosit hac-
mi 100 cc. kanda 0.3 cc. (hematokritte yaklaşık olarak 0.3 mm.) dir.
Bu nedenle bildirilen yüksek değerler istenilen doğrulukta değildir.
Heilmeyer ve Hittmair (14) trombositleri Feissly-Ludin metodu ile
292.000 olarak bildirmişlerdir.

çalışmamızda yeni metodla ~rkeklerden elde edi len değerler bu
bildirimlerin ortasında yer almakta ve ençok Heilmeyer ve Hittmair
(14) tarafından bildirilen sonuçlara uymaktadır. İnsanlarda trombo-
sit sayısı bakımından her iki cinsiyet arasında bir fark bulunmadığı
bildirilmiştir (24).

Atlarda: Trombosit sayısını Dukes( ıO) i76.000( II 0.000-300.000),
Wirth (25) 350.000 (200.000-500.000) ve Schalm (21) 330.000
(100.000-600.000) olarak bildirmi.şIerdir. Gardner'e (12) göre atlarda
trombosit sayısı ortalama olarak 305.384 dür. Boschen (5) atlar üzerin-
de yaptığı araştırmada indirekt sayımla imm3• kanda Neumann meto-
du ile 325.222 (180.560-545.100), Fonio metodu ilc 299.332 (1.69.400-
415.280) trombosit saptamıştır. Biz de yeni metodla safkan arap at-
ları üzerinde yaptığımız çalışmada trombositIeri ortalama 262.400 :i::
34.377 olarak saptadık. Değişim sınırları da 200.000 ile 396.000 ara-
sındadır.

Sığırlarda: ÇalışmamızdaJersey süt ineklerinde i mm3• kanda
trombosit sayısı 348.000-556.000 arasnda değişmek üzere ortalama
432.000 :i:: 35.215 olarak bulunmuştur. Sığırların trombosit sayısını
Wirth (25) 400.000 (260.000-700.000), Heilmeyer ve Hittmair (14)
500.000 (I 00.000-800.000), Coffin (9) 300.000-800.000 ve Gardner
(i 2) 806.245 olarak bildirmişlerdir. Bulgularımız Heilmeyer ve Hitt-
mail' tarafından kaydedilen değişim sınırları içinde olduğu halde or-
talama değerden düşüktür. Diğer taraftan Wirth'in (25) bildirimlerine
çok yakın fakat ondan biraz yüksektir.

Koyunlarda: i mm>. kanda bulunan trombositIere ait literatür
değerler şöyledir. Wirth'e (25) göre 370.000 (170.000 - 978.000),
Schermer'e (22) göre 400.000 (263.000-598.000), Schalm'a (2 i) göre
400.000 (250.000-750.000), Coffin'e (9) göre 250.000-750.000 ve
Gardner'e (12) göre 75.000-575.000 dir. Biz de, koyun kanları üzerin-
de yapılan sayımlarda 282.000-404.000 arasında değişmek üzere or-
talama 354.800 :i:: 19.92 i trombosit elde ettik. Scherrner'in (22) bil-
dirimine göre Klieneberger koyunlarda trornbosit sayısını 82.400-
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228.000 arasında saptamıştır. Bu değerler bulgularımızdan düşüktür.
Fakat yukarda görüldüğü gibi diğer yazarlar tarafından bildirilen
trombosit sayıları değerleri::nizden yüksektir.

Köpeklerde: Yeni sulandırma eriyiği ile yaptığımız
direkt sayımlarda köpeklerde i mm3• kanda 371.200 ::l::32.8 i9
( 304.000-45 i .000) trombosit saptandı. Wirth ( 25 ) tarafından
200.000-600.000 arasında değişmek üzere ortalama 300.000, Dukes
(10) tarafından da 383.000 (120.000-190.000) olarak bildirilmiştir.
Köpeklerde trombosit sayısının, Schermer (22) i65.000 ilc 378.000
ve Schalm (2 i) 200.000 ile 900.000 arasında değiştiğini bildirmiş-
lerdir. Gardner'e (i 2) göre br;Uantcresylblau metodu ile i mm3•

kanda trombositler 127.000-428.000 arasında değişmek üzere orta-
lama 250.000 dir ve Cruz, Van Allen thrombocytocrit metodu ile
100 cc. kanda 0.6 cc. trombosit saptamıştır.

Tavşanlarda: imm'. tavşan kanında bulunan trombositleri Wirth
(25) 243.000 (i 12.000-463.000), Schermer (22) 220.000 (i 26.000-
1.000.000), Sehalm (21) 540.000 (200.000-1.000.000) olarak bildirmiş-
lerdir. Coffin'e (9) göre ortalama değer 540.000 dir. Hueper, Lands-
berg ve Eskridge (i 5) tarafından yapılan bir araştırmada tavşanlarda
trombosit sayısı i70.000 olarak bildirilmiştir. Casey, Rosahn ve Pearee
(8) çeşitli ırktan tavşanlar üzerinde yaptıkları sayımlarda trombositleri
Flandre ırkında 388.000, Belçika ırkında 527.000, Havana ırkında
562.000 olarak saptamışlardır. Biz de yerli ada tavşanlarında trombosit
sayısını i mm3• kanda 384.000 ile 496.000 arasında değişmek üzere
ortalama 438.800 ::l::2 ı.i22 olarak saptadık. Kolb'a (I 6) göre evcil
hayvanlarda trombosit sayıları 150.000 ile 600.000 arasında değişmek-
te ve yeni doğan hayvanlarda trombosit değerleri genellikle erişkin
olanlardan daha düşük bulunmaktadır.

çalışmamızda elde edilen, bulguları daha iyi değerlendirebilmek
için önce mevcut metodların özellikleri ve bunlara ilişkin elqtirilerin
özet olarak gözden geçirilmesi faydalı olacaktır. .

İndirektMetodlar: Bunlarda boyalı sürme kan frotilerinden trom-
bositlerin alyuvarlara olan oranı saptanmakta ve ayni kan örneği ilc
yapılan direkt alyuvar sayımından trombositlerin i mm'. teki sayıları
bulunmaktadır (2 I, 25). İndirekt metodların başlıcaları şunlardır:

Fonio M. unda % 14 MgS04 eriyiğinden büyük bir damla, kan
alınacak yere konarak pikür bunun içinden yapılır (I 3, 24). Wirth
(25) bu metodda frotilerin çok kısa zamanda ve akmakta olan taze
kandan yapılmasını, aksi halde trombositlerin yığın yapması ve pıh-
tılaşma nedeniyle sayımın güçleştiğini, bazen de yapılamadığını bildir-
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mi~tir. Koc!ıer-Ponio M. unda parmak ucu % 14 MgS04 eriyiği içinden
derin olarak delinir. Karı~ımdan froti yapılıp May Crün",ald-Ciemsa
metodu ile boyanır (13). Miyake M.unda frotilerin boyanması için Çin
mavisi, eozin ve damıtık sudan olu~an bir eriyik kullanılır. Blacher M.
Kan sodyum sitrat ve fizyolojik tuzlu su ile sulandırılır. Karı~ımdan
yapılan l'rotiler önce May Crünwald, sonra Ciemsa ile boyanır. Hal-
man (13) bu metodların Fonio metodundan % 30 kadar yüksek de-
değerler verdiğini bildirmi~tir. KoseılOw M. Bu metodda trombositler
auramin'le boyanmış l'rotilerde floresans ı~ıkta sayılır (22). Dameshek
M. unda sulandırma eriyiği içinde brillantcresylblau vardır ve retikülo-
sitlerde ayni frotide sayılabilir (24). Olel M. Kan paral'in bir kap içinde
sulandırılır ve parafinlenmiş bir çubukla alınarak froti yapılır. Wint-
rcbe'a (24) göre Old metodu belki de indirekt metodların en iyisidir.
Fakat bu metodda kanla eriyik, trombositlerin alyuvarlara olan nor-
maloranını değiştirmeyecek ~ekilde karıştırılmı~ olmalıdır. Bu i~ al-
yuvarların yüksek özgül ağırlıkları ve çökmeye olan meyilleri nede-
niyle çok güçtür. Bu metodla yapılan trombosit sayımları direkt me-
todlardan daha yüksek değerler verir. Frazer M. Sığır ve koyunlarda
trombosit sayımı için tavsiye edilmi~tir. Kan parafinlenmi~ bir iğne
ile alınarak pararinli saat camı içinde sulandırılır (9).

Direkt Metodlar: Bu metodlarda kan örneği belirli oranlar-
da çqitli sulandırma eriyikleri ile karı~tırılarak doğrudan doğruya
kamarada sayılır. Direkt metodlardan ba~lıcaları ~unlardır:

Gutstein M. Kan önce % 3.8 sodyum sitrat ile karı~tırılır. Sonra
içinde nilblau 2B x bulunan MgS04 ve damıtık sudan olu~an eriyikle
sulandırılır (20). Walker ve Sweney M. Sulandırma eriyiği olarak % ı.ı
lik sodyum oksalat kullanılır (23). Langenhager M. Kan alyuvar pipe-
tinde % 3.8 sodyum sitrat eriyiği ile 1fl 00 oranında sulandırılır (20).
Romies'e (20) göre, kan alınması 15 saniyeyi geçcrse pıhtıla~manın
b~laması nedeniyle alçak değerler elde edilir. Danilin M. Sulandırma
eriyiği olarak % 2 lik NaCl ile % 1 lik malachitgrün kullanılır. Wirth
(25) Danilin ve Cutstein metodlarında trombosit olarak sayılan hüc-
relerin hepsinin trombosit olmadığını, bu nedenle yüksek değerler
bulunduğunu bildirmi~tir. Rees-Ecker M.unda sulandırma eriyiği ola-
rak 3.8gr.sodium citrate; 0.22 cc. neutral formaldehyde (USP) %38;
0.05 gr. brillantcresylb'au; 100 cc. eau di st. kullanılır. Sulandırma
oranı 1flOO dür (24). Benjamin (3) bu metodda formaldehidi % 40
olarak bildirmi~tir. Yazara göre sulandırma eriyiği alyuyar pipetinin
balon kısmına kadar çekilip bo~altılır. Schalm'a (2) göre ayni metod-
da kan enjektörc alınıp hemen EDTA içine konur. Wintrobe (24)
uzun zaman beklemiş Rees-Ecker eriyiğinde formaldehidin oksidas-
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yonundan oluşan [ormik asidin alyuvarlarda hemoliz yapabildiğini
bildirmiştir. Lawrence ve Valantine M. Küçük hayvanlarda kulak venin-
den çıkan kanla yapılır ve Rees-Ecker eriyiği kullanılır (9). Brecher-
Cronkite M. unda sulandırma eriyiği olarak % ı lik amonyum okzalat
kullanılır ve sayım [az kontrast mikroskopta yapılır (6). Bigs ve Mec-
[arlane'e (4) göre, önce alyuvar pipetinde 0.5 çizgisine kadar sulan-
dırma eriyiği, sonra eriyik ı çizgisine çıkıncaya kadar kan çekilir.
Wintrobe'a (24) göre kan silikonize deney tüpüne alınır. Yazara göre
bu metodun [az kontrast mikroskop gibi özel bir alete ihtiyaç göster-
mesi bir dezavantajdır. Pielte M. Bu metodda Feiss/y-Ludin sulandırma
eriyiğindeki cocaine yerine chlorlıydrate de procaine kullanılmak
suretiyle bir değişiklik yapılmıştır (ı 9). Guy ve Leake M. unda alyuvar-
lar parçalanmazlar. Diğer kısımlar Rees-Ecker metodunun aynıdır
(9). Van Allen Tlırombocytocrit M. Küre şeklinde sedimentasyon kama-
rası ve ö,':C!yapıda santrifüj tüpü gereklidir (23).

Boschen'e (5) göre kanın uzun süre santrifüje edilmesinde bile
trombositlerin bir kısmı plazma içinde asılı kalırlar. Diğer bir kısmı
alyuvarlara karışır. Bu nedenle hematokritle çöktürülmüş trombosit
katı kalınlığından trombosit sayıları hesaplanamaz. Flössner M. unda
para[inlenmiş malzeme kullanılır ve sulandırma eriyiği Dahlia boya-
siylc karışık Tyrode eriyiği ve 0/ı) ıOluk [ormolden oluşur. Wirth (25)
Flössner ve benzeri metodlarla elde edilen trombosit sayılarının as-
lında canlıda bulunan normal sayıdan az olduğunu bildirmiştir.

İndirekt Metodların Dezavantajları: Bu metodlarda, [rotide hücre-
lerin düzensiz dağılışıarı v.e kümelenmekr nedeniyle alyuvar trombo-
sit oranı bozulmaktadır. Bu nedenle çeşitli yazarlar tarafından (22,
24) bildirildiği gibi indirekt metodla yapılan sayımlar direkt metodla
elde edilenlerden daha yüksek sonuçlar vermeye meyleder. Ayrıca
frotinin kalınlığı, antikoagulan maddenin bileşimi ve değide bulundu-
ğu yüzey gibi çeşitli faktörler trombositlerin şekillerine etkirler (24).

Direkt Metodların Sakıncalı Yiinleri: Wintrobe'a (24) göre sayma
kamarasırun yağlı immcrsiyona müsade etmemesine bağlı olarak
trombositlerin diğer parçacıklardan ayırt edilmesi güçtür. Bu nedenle
direkt metodların hepsinde bir handikap bulunmaktadır. Todd, San-
ford ve Wells (23) direkt metodların genellikle bazı indirekt metodlar-
dan alçak değerler verdiği halde klinik amaçlar için daha pratik ol-
duğunu bildirmişlerdir. Wintrobe'a (24) göre genellikle yapılan yan-
lışlar alçak trombosit sayısı vermeye meyleder. Doğru sonuç alınmasın-
da en önemli nokta kanın çabuk sulandırılmasıdır. Tam erimemiş
alyuvar, akyuvar parçaları, sulandırma sıvısırun yapımında kulla-
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nılan bazı tuzların kristalleri, boya, bakteri vb. partiküller doğru ol-
mayan yüksek değerler verir.

Wirth de (25) ba?ı araştırıcıların özel metodlarla yüksek değerler
bulduklarını, bu metodların sadece gerçek trombositlerin teşhis edilip
sayılmadığı noktasından eleşt;rildiklerini hildirmiştir. Yazara göre
Ogorelec, kanatlılarda olduğu gibi memeli kanlarında da trombosit-
Ierle birlikte mekik benzeri hücrelerin yüksek sayıda bulunabileceğini
kaydetmiştir. Ayrıca Wirth'e göre trombosit sayımı ile ilgili metodla-
rın hepsinde bir araya gelen hücreler nedeniyle yanlış sonuç alınır.
Bu şekilde elde edilen değerler dolaşım kanında bulunan trombosit
sayısından düşüktür.

çalışmamızda hayvanların trombosit sayımları ven kanı ile ya-
pılmıştır. Böylece ven kanı ile kapillar kandan daha iyi sonuçlar alı-
nabileceği bildirimlerine uyulmuştur (7, 24). lnsanlarda venadan kan
almanın sakıncaları göz önünde bulundurularak sayım, yazarların
çoğu tarafından bildirildiği gibi (4, 24, 25) parmak ucundan çıkan
kanla yapılmıştır. Tavşanlarda ven kanı kullanılmakla beraber daha
pratik olması nedeniyle Lawrence ve Valantine (9) in küçük labora-
tuvar hayvanlarında salık verdikleri gi bi pipet, kulak venine (kan
iğnesi batırılmak suretiyle) yapılan punksiyondan serbestçe çıkan kan-
la dolduruldu. Gerçi tavşanlarda da büyük hayvanlarda olduğu gibi
v. marginalisten iğne ile enjektöre kan alınabilirse de çoğu kez yeter
miktar kan almadan damar kellabe olmaktadır. At, sığır, koyun ve
köpekte kan plastik b;r enjektöre alınarakiçinde EDTA bulunan
ş'şelere boşaltıldı. Bazı yazarlar tarafından bildirildiği (24) ve bizim
de Viyana'da ön çalışmalarımız sırasında kullandığımız gibi kan sili.
konize iğnelerle (ve plastik enjektörle) alınarak silikonize şişclere (Si-
lieonicrung von glasrörchen, firma R. Siebert, Garnisongasse Wien 9.
Austria) veya ağzı kapaklı özel plastik deney tüplerine (Plastikrörchen
aus polystyrene mit deckel naeh hartet, firma Fritz Hellige and Ca.
Gclbergasse 84. wien ı2. Austria) konabilir. Özel durumlarda ve ileri
derecede duyarlı çalışmayı gerektiren bazı olaylarda plastik enjektöre
tesbit edilmiş ve kan iğnesi üzerine geçirilen çok ince plastik bir boru
ile damara girilerek iğne geri çekildikten sonra plastik borudan en-
jektör içine kan toplanabilir. Bu metod, trombositlerin parçalanma-
larına veya bir araya toplanmalarına engel olurıma yönünden daha
faydalı olabilirse de bu malzemenin her yerde kolaylıkla sağlanması
mümkün değildir. çalışmamızda her laboratuvarda kolaylıkla uygu-
lanabilecek pratik bir metod amaç edinildiği için, punksiyon yapılmış
damardan direkt olarak pipete kan çekme yerine plastik enjektörle
kan almayı, Sehalm (21) ve Benjamin (3) tarafından da bildirildiği

.1
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gibi alman kanı yukarda adı geçen silikonize ~i~eveya plastik tüpler
yerine EDT A'lı ~i~elerc toplamayı uygun bulduk.

Takdim ettiğimiz yeni metodda "kanın sulandırılmasında Ben-
jamin, Schalm ve Wintrobe'un (3,21,24) tavsiyelerine uygun olarak
alyuvar pipeti kullanıldı. Fakat sulandırma bu bildirimlerde 1(200
olduğu halde sayım alanına dü~en nor:nal tombosit miktarının ko-
lay bir sayım için elverişli seyrekliktc olması nedeniyle biz 1(100 su-
landırmayı uygun bulduk. Böylece fazla sulandırmanın sakıncaları
bir dereceye kadar azaltılmı~ oldu.

Çalı~malarımızda insan, at, sığır, köpek ve tav~anlarda yeni me-
todla yapılan sayımlardan elde edilen sonuçlar literatür değerlere
uygun olup, bazı bildirimlerden biraz yüksektir. Sadece koyunlara
ait olanlar biraz dü~üktür. Koyunlarla ilgili bulgularımızın literatür
değerlerin değişim sınırları içinde olması, Klieneberger ve Gardner'in
bildirimlerinden (sayfa 492) yüksek bulunması nedeniyle farklılığın
deneye alınan hayvan sayısının azlığından ileri geldiği düşünülebilir.
Ayrıca ırk farkı diğer bir faktör olabilir. Nitekim literatürde çe~it1i
koyun ırklan arasında bir ayrılığın bulunup bulunmadığı ile ilgili bir
bildirime rast1anamamıştır. Koyunlarda pıhtıla~ma süresinin sığır ve
diğer hayvanlara oranla kısa oluşu -atta 11.5', sığırda 6.5', tav~anda
4', köpektc 2.5', koyunda 2.5' (10), bazı yazarlara göre 1.25'-1.5'
(22)- trombosit1erin parçalanması ve pıhtı olu~umu dü~ük değerlere
neden olarak ele alınabilir ise de özeııikle koyunlar üzerindeki çalış-
malarımız sırasında kan alın:nasına ilişkin bir güçlükle karşılaşıl:nadı.
Diğer taraftan insan ve çe~it1i cvcil hayvanların trombosit sayılarına
ilişkin heratür değerler yazar ve metodıara göre deği~mek üzere çok
farklıdır.

Sonuç olarak direkt trombosit sayımında kuııanılmak üzere tak-
dim ettiğimiz yeni sulandırma eriyiği, insan, at, sığır, koyun, köpek
ve tavşanlarda başarı ile kuııanılm\~ ve yapılan sayımlardan literatür
değerlere uygun sonuçlar alınmı~tır. Ayni eriyikle adı geçen hayvan-
larda akyuvar sayımı da yapılabilmektedir.

Teşekkür: Bu travayın hazırlanmasında teşvik ve yardımlarını
gördüğüm Prof. Dr. Ahmet Noyan'a, laboratuvarında çalışma izini
veren ve gerekli malzemeyi sağlayan Viyana Veteriner Yüksek Okulu
Fizyoloji Enstitüsü direktörü Ord. Prof. Dr. Alfred Kment'e, ilgilerini
esirgemeyen Doç. Dr. Leibesider'e, Dr. Deigner'e ve enstitünün di-
ğer elemanlarına teşekkür ve şükranlarımt sunmayı zevkli bir görev
saymaktayım.
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