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Pseudothrombozytopenie - Pseudothrombozytose
Pseudothrombocytopenia - pseudothrombocytosis
E. Späth-Schwalbe, H. Heimpel
Abteilung Innere Medizin III, Medizinische Klinik, Universitätsklinik Ulm

Zusammenfassung:
Heute gebräuchliche Geräte zur automatischen Blutzellzählung erkennen und unter-
scheiden Blutzellen aufgrund ihrer Größe. Partikel, deren Größe im üblichen Bereich
von Blutzellen liegt, Blutzellen mit einer Größe außerhalb des typischen Bereichs der
jeweiligen Zellart sowie Zellaggregate können zu Bestimmungsfehlern führen, die uner-
kannt erhebliche klinische Konsequenzen nach sich ziehen können.

Anhand von Kasuistiken werden häufigere (Pseudothrombozytopenie) und seltene
(Pseudothrombozytose) Artefakte bei der automatisierten Thrombozytenzählung darge-
stellt. Einfache Maßnahmen wie lichtmikroskopische Betrachtung eines Blutausstriches,
oder Wechsel des Antikoagulanz zur Blutabnahme bei niedriger Plänchenzahl in der
maschinellen Zählung, helfen Fehlbestimmungen zu identifizieren und zu vermeiden.

Schlüsselwörter:
Thrombozytenzählung, Pseudothrombozytopenie - Pseudothrombozytose - Zyto-
plasmafragmente

Summary:
Electronic blood cell counters recognize and discriminate blood cells according to their
size. Spurious cell counts by electronic counting machines may derive from particles
with a size in the ränge of normal blood cells, from blood cells of abnormal size and
from cell agglutination. Unawareness ofspurious cell counts may have serious consequ-
ences.

Here, by means of case reports, we discuss rare (spurious elevated platelet count) and
not so rare (pseudothrombocytopenia) laboratory artifacts occurring with automated
blood cell counts. Simple methods, like examination of a stained blood smear or using
another anticoagulant instead of EDTA in the case of an unexpected, very Iow platelet
count, may help to recognize and avoid erroneous blood cell counts by automated cell
counters.

Keywords:
Platelet count - pseudothrombocytopenia - pseudothrombocytosis - spurious platelet
count - cytoplasmatic fragments

Einleitung Methoden sind hinsichtlich Schnelligkeit und Meßge-
n:~ TU ™u ,* u. · ^ u . ··,_ - . ^ nauigkeit den Zählkammermethoden weit überlegen, kön-

nenabe^
beruht entweder auf der Messung von elektrischen Wider fuhren (1)' Die Best'mmu"9 falsch ™dr,ger Werte durch
Standsveränderungen (Impedanz-Prinzip), die von Teil- Thrombozytenaggregat.on m v.tro bezeichnet man als
chen beim Durchgang durch eine kleine Kapillaröffnung Pseudothrombozytopenie, die Bestimmung falsch hoher
hervorgerufen werden (z.B. Geräte der Firmen Coulter Werte durch die Präsenz von Partikeln, die ähnlich groß
und Sysmex), oder der dabei verursachten Streuung eines wie Thrombozyten sind, als Pseudothrombozytose. Diese
gebündelten Licht- oder Laserstrahls (z.B. Geräte der von Patientenvariablen abhängigen Analysefehler können
Firmen Ortho und Technicon). Die Widerstandsänderung unerkannt zu unnötigen diagnostischen Maßnahmen und
bzw. die Lichtstreuung ist hierbei proportional zur Partikel- falschen Therapieentscheidungen führen. Obwohl beide
große. Hierauf basiert die Ermittlung von Größen, Vertei- Phänomene schon mehrfach beschrieben wurden, zeigt
lungskurven und die Unterscheidung einzelner Blutzellen, die Erfahrung, daß sie nicht selten längere Zeit nicht er-
z.B. von Thrombozyten und Erythrozyten. Die genannten kannt werden. Wir möchten deswegen die Problematik
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der Pseudothrombozytopenie und Pseudothrombozytose
in besonderen Fallbeispielen beschreiben.

Material und Methoden
Blut (2,7 ml) wurde in EDTA-beschichtete Röhrchen
(1,6 mg EDTA/ml; Fa. Sarstedt, Nümbrecht) abgenom-
men. Außerdem wurde bei Verdacht auf Pseudothrombo-
zytopenie Blut in ein Röhrchen mit Heparin abgenommen
(4 ml auf 40 IE Heparin).

Die automatisierte Blutzellzählung erfolgte mit dem
Coulter STKS.

Bei beiden Patienten mit Pseudothrombozytopenie wurde
diese Diagnose aufgrund der Anamnese mit fehlender
Blutungsneigung vermutet und deshalb die Plättchenzahl
sofort nach Abnahme und 6 Stunden später mit dem
Coulter-Zählgerät in derselben Probe bestimmt. Die Blut-
proben mit EDTA als Antikoagulanz wurden von diesen
Patienten nach der ersten Messung bei Raumtemperatur
gelagert und erst kurz vor der zweiten Messung aufge-
schüttelt. Neben der Blutabnahme in EDTA-Röhrchen er-
folgte gleichzeitig eine Abnahme mit Heparin als Anti-
koagulanz.

Die Blutplättchenzahl wurde bei Verdacht auf falsch er-
höht gemessene Plättchenwerte nach der Zählkammer-
methode mit dem Phasenkontrastmikroskop mit Grünfil-
ter kontrolliert (2). Hierzu wurde mit EDTA antikoaguliertes
Vollblut mit Plaxan* (Fa. Heiland, Hamburg) im Verhältnis
1:100 gemischt und 10 min auf einem Schüttelgerät inku-
biert. Die Zellzählung erfolgte dann in einer Neubauer-
Kammer nachdem darin die Suspension 15 min sedimen-
tierte.

Die Blutausstriche wurden nach „panoptischer" Färbung
nach May-Grünwald-Giemsa (Pappenheim) (2) beurteilt.
Neben der morphologischen Beurteilung (Plättchenaggre-
gate, bzw. Zytoplasmafragmente) erfolgte auch jeweils
eine Schätzung der Plättchenzahl. 1 Plättchen pro Ge-
sichtsfeld entspricht b~et normaler Ausstrichdichte bei
1000facher Vergrößerung (Okular 10, Objektiv 100 Ölm-
mersion und Verwendung eines Mikroskops mit üblichem
Gesichtsfeld) einer peripheren Thrombozytenzahl von
etwa 20 Giga/L (G/L) (3).

Bei Verdacht auf falsch erhöhte Plättchenzahlen aufgrund
von Zytoplasmafragmenten wurden neben der Pappen-
heimfärbung auch PAS-Färbungen der Blutausstriche an-
gefertigt (4). Eine positive PAS-Färbung weist auf die An-
wesenheit von Glykogen hin. Während Plättchen Glyko-
gen enthalten (5), enthalten Zytoplasmafragmente von
myeloischen Blasten kein Glykogen (6). Dieses Färbever-
halten kann man deshalb zur Differenzierung zwischen
Zytoplasmafragmenten und Thrombozyten bei myeloi-
schen Leukämien heranziehen.

Ergebnisse
Kasuistiken - Pseudothrombozytopenie:
l A) Eine 52jährige Patientin wurde vom Hausarzt wegen
wiederholt erniedrigten Thrombozytenzahlen in unsere
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Abbildung 1: A) Normale Thrombozyten-Größenverteilungs-
kurve. Auf der Abszisse ist die Partikelgröße in femto-liter (fl) auf-
getragen. Auf der Ordinate ist die relative Häufigkeit der jeweili-
gen Partikelgröße an der Gesamtmenge der gezählten Partikel
aufgetragen. Das Zählfenster liegt zwischen 2 und 20 fl. B) Throm-
bozyten-Größenverteilungskurve bei einem Patienten mit Throm-
bozytenaggregaten. Typischerweise liegt die Kurve bei 20 fl noch
deutlich oberhalb der Abszisse. C) „Thrombozyten"-Größenver-
teilungskurve bei einem Patienten mit Sichelzellthalassämie.
Dieser Patient hat keine Thrombozytenaggregate, jedoch sind in
seiner Blutprobe viele Erythrozytenfragmente und Mikroformen,
deren Größe z. T. unter 20 fl liegt, weshalb sie fälschlicherweise
die Thrombozytenverteilungskurve verändern.

hämatologische Ambulanz überwiesen. Die frühere
Anamnese war unauffäl l ig; insbesondere hatte die Patien-
tin keine erhöhte Blutungsneigung. Der körperliche Unter-
suchungsbefund war ebenfalls unauffällig. Im Coulter-
Blutbild hatte die Patientin 15 min nach der Blutabnahme
im EDTA-Blut eine Thrombozytenzahl von 214 G/L, im He-
parinblut 245 G/L. Sechs Stunden später war die Throm-
bozytenzahl in derselben EDTA-Blutprobe 35 G/L, hierbei
zeigte sich eine auffällige Thrombozyten-Größenvertei-
lungskurve (Abb 1b). Im gefärbten Blutausstrich fanden
sich zu diesem Zeitpunkt viele Thrombozytenaggregate.
Bei den übrigen Laborparametern fiel lediglich ein erhöh-
tes IgM (1060 mg/dl) auf.

l B) Bei dem 54jährigen Patienten wurde eine Thrombozy-
topenie mit Werten zwischen 27 und 40 G/L festgestellt.
Der Patient hatte nie Blutungszeichen. Wegen Verdacht
auf Immunthrombozytopenie erfolgte eine Kortikoidthera-
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pie. Bei der ersten Kontrollmessung eine Woche nach Be-
handlungsbeginn fand sich eine Thrombozytenzahl von
200 G/L, worauf die Kortikoiddosis rasch reduziert wurde.
Drei Wochen später wurden bei der nächsten Thrombozy-
tenzählung nur noch 41 G/L bestimmt. Unter der Diagnose
eines Rezidivs der Immunthrombozytopenie wurde der
Patient zur Entscheidung über die weitere Therapie in
unserer hämatologischen Ambulanz vorgestellt. Die frü-
here Anamnese und der körperliche Befund waren unauf-
fällig. Im Coulter-Blutbild hatte der Patient 15 min nach
Blutabnahme (EDTA) 162 G/L Thrombozyten, in derselben
Blutprobe 6 Stunden später 33 G/L. Im Heparinblut wur-
den 192 G/L Thrombozyten gezählt. Im Blutausstrich fan-
den sich Thrombozytenaggregate. Die übrigen Laborbe-
funde waren unauffällig.

Kasuistiken - Pseudothrombozytose:
II A) Die 62jährige Patientin wurde von einem auswärtigen
Krankenhaus nach Diagnose einer akuten Leukämie in
unsere Klinik verlegt. Bei der körperlichen Untersuchung,
fielen Petechien an den Unterschenkeln und Augen-
hintergrundsblutungen auf. Im Blutbild zeigte sich eine
Leukozytose von 140 G/L mit 92% myeloischen Blasten.
Die Thrombozytenzahl im Coulter-Blutbild war initial
79 G/L. Aufgrund der petechialen Blutungen und der
Thrombozyten-Größenverteilungskurve (Abb. 2d) bei der
automatisierten Zählung wurden Zytoplasmafragmente
im Blut vermutet. Dies bestätigte sich bei der Durchsicht
des Blutausstriches. In der Kammerzählung wurde eine
Thrombozytenzahl von 28 G/L ermittelt. Neben der unter-
schiedlichen Farbe bei der Pappenheimfärbung, fielen die
Zytoplasmafragmente im Vergleich zu den Thrombozyten
durch eine fehlende Granulation auf. In der PAS-Färbung
bestätigte sich die ausgeprägte Thrombozytopenie. Die
Zytoplasmafragmente waren im Gegensatz zu den Throm-
bozyten PAS-negativ. Anhand der Morphologie der Bla-
sten im peripheren Blut und in der Knochenmarkszytolo-
gie sowie des Färbeverhaltens in der Zytochemie wurde
die Diagnose einer akuten myeloischen Leukämie (FAß M
5a) gestellt. Die klinischen Zeichen der Blutungsneigung
und das Erkennen des Artefaktes bei der automatisierten
Thrombozytenzählung führten zu einer frühzeitigen
Thrombozytensubstitution.

II B) Bei dem 48jährigen Patient wurde 4/90 eine Prvposi-
tive chronisch-myeloische Leukämie (CML) diagnostiziert..
12/91 wurde der Patient wegen Verdacht auf einen Bla-
stenschub stationär in einem auswärtigen Krankenhaus
aufgenommen und wegen rascher Verschlechterung des
Zustandes in unsere Klinik verlegt. Klinisch auffällig war
bei der Aufnahmeuntersuchung neben einer Hepatosple-
nomegalie eine Blutung aus einer Injektionsstelle, wo am
Vortag Heparin subcutan appliziert worden war. Im Blut-
bild hatte der Patient 115 G/L Leukozyten, davon 31%
Promyelozyten und myeloische Blasten. Initial wurden
570 G/L Thrombozyten gezählt. Das Zählgerät gab eine
Alarmmeldung wegen einer abnormen Verteilung der
Thrombozytengröße aus (Abb. 2a). In der Zählkammer
betrug die Thrombozytenzahl 150 G/L Im Blutausstrich
wurde die Zahl auf 300 G/L geschätzt. Allerdings war bei
diesem Patienten die Differenzierung zwischen Throm-
bozyten und Zytoplasmafragmenten im Blutausstrich
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Abbildung 2: A) Thrombozytengrößenverteilungskurve bei einem
Patienten mit Pseudothrombozytose (Kasuistik II B). Im Coulter
ermittelte Thrombozytenzahl zu diesem Zeitpunkt 840 Giga/L
Typische „Linksverschiebung" der Kurve im Vergleich zu anderen
Formen von Thrombozytosen (B, C). B) Thrombozytengrößen-
verteilungskurve bei einem Patienten mit essentieller Thrombo-
zythämie. Thrombozytenzahl zu diesem Zeitpunkt 1560 Giga/L
C) Thrombozytengrößenverteilungskurve bei einem Patienten mit
reaktiver Thrombozytose. Thrombozytenzahl zu diesem Zeitpunkt
775 Giga/L Normale Streuung der Thrombozytengröße (vgl. Abb.
1 A). D) Thrombozytengrößenverteilungskurve bei einer Patientin
mit falsch höher bestimmter Thrombozytenzahl bei Zytoplasma-
fragmenten (Kasuistik II A). Mit dem Coulter ermittelte Throm-
bozytenzahl 73 Giga/L In der Zählkammer gezählte Zahl
25 Giga/L Auffallend ist die extreme f/Linksverschiebung" der
Kurve. E) Thrombozytengrößenverteilungskurve bei einer Patien-
tin mit Thrombozytopenie bei akuter myeloischer Leukämie.
Thrombozytenzahl zu diesem Zeitpunkt 27 Giga/L Im Blutaus-
strich keine Zytoplasmafragmente.
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Abbildung 3: Verlauf der mit dem automatisierten Blutzellzählgerät (Coulter STKS) ermittelten „ Thrombozyten "-zahl bei einem Patien-
ten mit Pseudothrombozytose bei Blastenschub bei einer chronisch myeloischen Leukämie (Kasuistik II B). Auffallend ist der parallele
Anstieg und Abfall der mit dem Blutzellzählgerät gemessenen „Thrombozyten"-zahl mit der Leukozytenzahl. In der Zählkammerzäh-
lung kontinuierlicher Abfall der Thrombozytenzahl von initial 150 G/L auf zuletzt 65 G/L Oberhalb der Kurvenverläufe der Zellen ist die
Therapie angegeben.

schwierig, da sich ein Teil der Zytoplasmafragmente in der
Pappenheimfärbung ähnlich wie die Thrombozyten ver-

• hielten. In der PAS-Färbung waren nicht alle Zytoplasma-
I fragmente PAS-negativ. Vermutlich waren die Zyto-
t plasmafragmente von Promyelozyten PAS-positiv.

l Den Verlauf der Zellzahlen unter Therapie mit Hydroxy-
i urea und Interferon-alpha zeigt Abb. 3. Während die mit
i der automatisierten Zählung ermittelten „Thrombozy-

ten"-zahlen zunächst noch anstiegen, ergab die Kammer-
: zählung einen stetigen Abfall der Thrombozytenzahl von

anfangs 150 G/L auf zuletzt 65 G/L. Zuletzt fanden sich im
' Blutausstrich keine Zytoplasmafragmente mehr. In der

Kammerzählung und im Coulter-Blutbild war die Throm-
bozytenzahl nicht mehr unterschiedlich.

Diskussion
Die Thrombozytenzahl im peripheren Blut wird heute
meistens mit Hilfe vollautomatisierter Zählgeräte be-
stimmt. Hierdurch wurde die Schnelligkeit und Genauig-
keit derThrombozytenzählung erheblich verbessert. Aller-
dings kann die automatisierte Thrombozytenzählung in
einigen Fällen zu vollkommen falschen Werten führen.
Alle gegenwärtig gebräuchlichen Geräte zur automatisier-
ten Blutzellzählung erkennen und unterscheiden Blutparti-
kel, unabhängig vom Meßprinzip, aufgrund ihrer Größe.
Blutzellen, deren Größe nicht im üblichen Größenbereich
der betreffenden Zellart liegt Zellaggregate und Partikel,
deren Größe im üblichen Bereich von Blutzellen liegt kön-
nen deshalb zu Bestimmungsfehlern führen. Um mögli-
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ehe Zählartefakte anzuzeigen geben Zellzählgeräte Warn-
hinweise aus.

Abgesehen von „Definitiv-Hinweisen" bei zu hohen und
zu niedrigen Thrombozytenzahlen, gibt beispielsweise der
Coulter STKS bei auffälligen Thrombozytengrößen-Ver-
teilungskurven einen „Verdacht-Hinweis". Beim Coulter
STKS werden bei der Plättchenzählung alle Impulse im
Größenbereich 2 bis 20 femto-üter (fl) als Thrombozyten
eingeordnet (genauere Beschreibung bei l, 8). Aufgrund
der Größenverteilung der registrierten Partikel in diesem
Größenbereich wird vom angeschlossenen Rechner eine
Verteilungskurve erstellt. In jeder Kurve müssen ein
Maximalpunkt und zwei Minimalpunkte gefunden wer-
den. Zwischen den beiden Minimalpunkten wird eine Nor-
mal-Logarithmische-Kurve angepaßt. Warnhinweise erfol-
gen beim Coulter STKS z.B. bei einer Verteilungsbreite
der Thrombozytengröße über 20 fl, oder wenn der Ver-
teilungsmodalwert, d.h. der in der Verteilung am häu-
figsten vorkommende Meßwert nicht zwischen 3 bis
15fll iegt.

Bei Thrombozytenaggregatbildung gibt der Coulter STKS
meistens einen Warnhinweis aus. Die auffällige Vertei-
lungskurve {Abb. 1 b) ist allerding nicht spezifisch für Plätt-
chenaggregate, sondern wird auch beim Vorliegen von
Riesenthrombozyten ausgedruckt. Auch bei Patienten mit
Anomalien der Erythrozyten mit Erythrozytenfragmenten
oder Mikroformen haben wir ähnliche Verteilungskurven
gesehen (Abb. 1c).

Die häufigste Ursache einer Pseudothrombozytopenie
ist eine EDTA-induzierte Plättchenaggregation (9). Die
Häufigkeit EDTA-induzierter Plättchenaggregate wird zwi-
schen 0,09% und 1,9% der untersuchten Blutproben ange-
geben (9-11). Seltenere Ursachen einer Pseudothrombo-
zytopenie sind eine sogenannte Satellitenbildung zwi-
schen Thrombozyten und Leukozyten, hierbei lagern sich
Thrombozyten in vitro an die Oberfläche von neutrophilen
Granulozyten an und werden deshalb nicht mitgezählt
(12), das Vorhandensein von Riesenplättchen (13), die Prä-
senz von EDTA-unabhängigen Plättchenkä|teagglutininen
(14), und schließlich ein Angerinnen der Blutprobe bei
fehlerhafter Blutabnahme oder einer zu geringen Menge
an Antikoagulanz (1).

Die Agglutination der Plättchen in vitro ist Temperatur-
und vor allem Zeit-abhängig (15, 16). Diese Phänomene
erklären die große Variabilität der Plättchenzahl bei dem-
selben Patienten bei wiederholten Messungen. Unmittel-
bar nach der Blutabnahme ist die Plättchenzahl auch im
EDTA-Blut in der Regel noch normal (15), dies war auch
bei unseren beiden Patienten der Fall. Dieses Problem
kann dazu führen, daß, wie bei unserem Patienten in
Kasuistik l B, fälschlicherweise bei Behandlung der
„Thrombopenie" von einem Therapieerfolg bei Bestim-
mung einer normalen Thrombozytenzahl ausgegangen
wird.

Bei einer EDTA-induzierten Pseudothrombozytopenie
wird empfohlen andere Antikoagulantien wie z.B. Säure-
Citrat-Dextrose, Oxalat oder Heparin zu verwenden (1,17).
Allerdings schließt auch die Verwendung dieser Antikoa-

gulantien eine Aggregatbildung nicht aus ('11,18,19). Die
einzig sichere Methode eine In-vitro-Plättchenaggregation
zu erkennen ist die Beurteilung eines gefärbten Blutaus-
strichs (1, 9, 15).

Eine Pseudothrombozytose bzw. eine falsch erhöht be-
stimmte Plättchenzahl ist ein viel seltener und deshalb
wenig bekannter Artefakt bei der automatisierten Blutzell-
zählung. Ursachen für falsch erhöht bestimmte Thrombo-
zytenwerte, die teilweise von-dem verwendeten Meßprin-
zip (z.B. laseroptische Systeme bei 20, 21) abhängen, sind
Zytoplasmafragmente (22-25), Erythrozytenfragmente
(26), Pappenheimer Körperchen (20), Bakteriämie (21),
Howell-Jolly Körperchen und Malariaparasiten (25), Mi-
krosphärozyten (27) und Kryoglobulinämie (28).

Am häufigsten wird dieser Artefakt durch Zytoplasmafrag-
mente verursacht (22-25). Einen Hinweis auf Zytoplasma-
fragmente in einer Blutprobe kann bei der automatisierten
Zählung die Plättchen-Größenverteilungskurve bei ent-
sprechenden Geräten (z.B. Coulter STKS) geben, wenn
diese eine ausgeprägte „Linksverschiebung" aufweist
(Abb. 2d). Der Blutausstrich erlaubt die Diagnose und eine
Schätzung des Anteils von Zytoplasmafragmenten. Ver-
schiedene Färbungen können in bestimmten Fällen (siehe
Kasuistik II A) die Identifizierung von Zytoplasmafragmen-
ten erleichtern. Die genaue Bestimmung der tatsächlichen
Thrombozytenzahl sollte mit dem Phasenkontrastmikro-
skop in der Kammerzählung erfolgen (29). Durch die
Elektronenmikroskopie läßt sich das Vorhandensein von
Zytoplasmafragmenten im Blut eines Patienten beweisen,
da sich ihre Ultrastruktur eindeutig von derjenigen von
Thrombozyten unterscheidet (23, 24). Diese Methode ist
natürlich für einen schnellen Nachweis ungeeignet.

Gehäuft wird über falsch erhöht gemessene Thrombozy-
tenzahlen durch Zytoplasmafragmente bei Patienten mit
akuten Leukämien berichtet (22-24). Die Zahl der Zyto-
plasmafragmente und ihr relativer Anteil an der im Zähl-
gerät bestimmten .Thrombozytenzahl kann bei einem er-
höhten Zelluntergang im Rahmen der Chemotherapie an-
steigen (24; Kasuistik II B mit Abb. 1). Bei ansteigenden
Thrombozytenzahlen bei der automatisierten Zählung bei
parallel steigenden Blastenzahlen, ebenso wie bei stei-
gender Thrombozytenzahl bei sinkender Leukozyten- bzw.
Blastenzahl im peripheren Blut während und kurz nach
zytoreduktiver Therapie (Abb. 3), sollte immer an Zyto-
plasmafragmente im peripheren Blut gedacht werden
(24).

Zusammengefaßt sollte jeder unerwartete und unplau-
sible Thrombozyten wert durch Inspektion eines gefärbten
Blutausstrichs kontrolliert werden, da auch moderne Blut-
zellzählgeräte nicht alle Artefakte erkennen. Auch jede
unerwartete Warnmeldung bei einer automatisierten
Thrombozytenzählung sollte mittels Beurteilung eines
Blutausstrichs überprüft werden. Nach Diagnose eines
Zählartefaktes kann insbesondere bei Vorliegen von Par-
tikel, die fälschlicherweise von Zellzählgeräten als Throm-
bozyten gezählt wurden, mit Hilfe der Zählkammer-
methode in der Regel die genaue Thrombozytenzahl er-
mittelt werden.
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