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Foutieve trombocytentelling veroorzaakt door apoptose

W. van der MEER!, A. van HEIJST% F. WAGENER?, C. SCHOLTUS*, R. BAUMGARTEN* en E. van DONGEN-LASES!

Inleiding

Automatische celtellers zijn prima in staat om op een
snelle en accurate wijze trombocyten te tellen. De tel-
ling van trombocyten gebeurt met behulp van de im-
pedantiemethode en aan de hand van lichtspreidings-
patronen. Echter, in uitzonderlijke gevallen wordt een
foutieve telling verricht. Bij aanwezigheid van trom-
bocytenaggregaten of trombocytensatellitisme worden
minder trombocyten geteld, wat kan resulteren in pseu-
dotrombopenie (1). Aanwezigheid van celfragmenten
leiden tot een te hoog gerapporteerd trombocytenaan-
tal, soms zelfs tot een pseudotrombocytose (2-6). Deze
celfragmenten kunnen afkomstig zijn van erytrocyten
(bijvoorbeeld schizocyten of kogelcellen) of leukocy-
ten. Omdat de fragmenten net zo groot zijn als trom-
bocyten worden deze ook wel pseudotrombocyten ge-
noemd. De pseudotrombocyten afkomstig van leuko-
cyten zijn hoofdzakelijk cytoplasma-afsplitsingen van
blasten en kunnen bij acute leukemie worden gezien.
In dit onderzoek wordt een patiént beschreven waarbij
pseudotrombocyten werden waargenomen die afkom-
stig waren van apoptotische cellen. Dit fenomeen is
voor zover ons bekend nog niet eerder beschreven.

Casus

De beschreven patiént is een jongetje, geboren na een
probleemloze zwangerschap van 41 weken. Het ge-
boortegewicht bedroeg 3,8 kg en de bevalling vond
thuis plaats. Op dag 3 na de geboorte werd hoge koorts
vastgesteld en werd het jongetje opgenomen in het zie-
kenhuis. Vanwege verdenking op sepsis werd een an-
tibioticakuur gestart, hoewel de kweken negatief wa-
ren. De ziekte verergerde en enkele laboratoriumtesten
waren sterk afwijkend: alanine-aminotransferase 8887
U/l (referentiewaarde <45 U/l), asparagine-amino-
transferase 2147 U/l (referentiewaarde <45 U/1), lac-
taat in bloed 17 mmol/l (referentiewaarde <2 mmol/l)
en ammoniak in bloed 128 umol/l (referentiewaarde
<47 pmol/l).

De patiént werd overgebracht naar de intensive-care-
afdeling van het Universitair Medisch Centrum St
Radboud. Daar ontwikkelde zich in rap tempo een
multi-orgaanfalen gevolgd door overlijden ondanks in-
tensieve behandeling. Enkele dagen later bleek dat uit
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een keelkweek het herpes simplex virus type 1 was ge-
isoleerd. Hiervan is eerder beschreven dat daarbij een
fulminante sepsis kan ontstaan (8). Het aantal trom-
bocyten bedroeg op de dag van opname 137x10°/1,
maar daalde in de loop van de ziektegeschiedenis tot
64x10°/1 op de dag van overlijden.

Methoden

De bloedceltellingen werden uitgevoerd op de Sysmex
XE-2100 (Toa, Kobe, Japan) uit EDTA-ontstold bloed.
Binnen één uur werden de celtellingen verricht en werd
een uitstrijkje van het bloed gemaakt. Het bloeduitstrijk-
je werd gekleurd volgens de May-Griinwald-Giemsa-
methode. Er werden 500 deeltjes geteld ter grootte van
trombocyten, deze deeltjes werden gedifferentieerd in
trombocyten en cytoplasmafragmenten (6).

Voor de caspase-3/7-activiteitsmeting, als parame-
ter voor apoptose, werd serum verkregen door bloed
gedurende 3 minuten te centrifugeren bij 8.240xg
en kamertemperatuur. Het serum werd bewaard bij
-20 °C. Met behulp van een fluorimetrische bepaling
(APO-One caspase-3/7 kit, Promega, Madison, Wis-
consin, USA) werd de caspase-3/7-activiteit gemeten
in het serum van de patiént en in het serum van een
gezonde controle. Het serum werd blootgesteld aan het
caspase-3/7-profluorescentiesubstraat Z-DEVD-R110.
Vervolgens werd het lysaat gedurende twee uur bij ka-
mertemperatuur geincubeerd waarna de fluorescentie
werd gemeten bij 485/530 nm. Als negatieve controle
werd serum zonder substraat, verdund met Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium gebruikt.

Resultaten

Hoewel op de opnamedag de automatische celtelling
aanleiding gaf tot het uitvoeren van een microscopi-
sche differentiatie, waren geen abnormale afwijkingen
in het bloeduitstrijkje te zien. Echter, op de tweede zie-
kenhuisdag werden cytoplasmatische deeltjes waarge-
nomen ter grootte van trombocyten. Het trombocyten-
scattergram was inmiddels afwijkend en bovendien
werden apoptotische cellen in het uitstrijkje gevonden
(figuur 1). Van het uitstrijkje verkregen op de dag van
overlijden, werd een 500-deeltjestelling uitgevoerd om
onderscheid te maken tussen echte trombocyten en
pseudotrombocyten. Deze telling leidde tot een cor-
rectie van 64x10°/1 naar slechts 13x10°/1 wat past bij
een ernstig bloedingsrisico.

Om vast te stellen of de cytoplasmatische fragmenten
het gevolg waren van apoptose werd van restserum de
caspase-3/7-activiteit gemeten. Bij de patiént werd een
sterke activiteit gemeten, terwijl bij de controle (serum
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Figuur 1. Bloeduitstrijkje van de patiént met een echte trom-
bocyt (a) en pseudotrombocyten (b).

van gezond persoon) geen activiteit werd gevonden (ta-
bel 1). Als aanvullende controle werd ook geen activi-
teit gemeten bij het serum zonder substraat, noch was er
sprake van autofluorescentie. Dit wijst er op dat de pseu-
dotrombocyten het gevolg kunnen zijn van apoptose.

Conclusie

Dat apoptose leidt tot vorming van micropartikels is
uitvoerig in de literatuur beschreven (7). Echter, deze
micropartikels zijn met behulp van lichtmicroscopie
niet waar te nemen. In de beschreven casus zijn de
gevonden partikels zo groot dat zij interfereren met
de trombocyten en tot een onjuiste uitslag leiden.
Herpes-simplex-virus-type-1-infectie kan resulteren
in een fulminante sepsis (8) en kan bovendien ook
apoptose opwekken (9). In de gevallen waarbij sep-
sis ontstaat als gevolg van herpes simplex virus type
1 en het trombocytenscattergram afwijkend is, dient
het bloeduitstrijkje gecontroleerd te worden op aan-
wezigheid van apoptotische partikels ter grootte van
trombocyten. Indien deze gevonden worden dient men
een 500-deeltjestelling (6) uit te voeren en het aantal
trombocyten te corrigeren.
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Tabel 1. Resultaten van de caspase-3/7 activiteitsmeting (arbi-
traire eenheden)

Caspase-3/7-activiteit

Autofluorescentie 432
Controleserum zonder substraat 655
Patiéntenserum zonder substraat 918
Promega Kit + controleserum 645
Promega Kit + patiéntenserum 42370
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