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Minimalanforderuiigen zur Gewinnung von Citratplasma
für hämostaseologische Analysen

/. Will, H. Beeser, G. Müller-Berghaus

Die Gesellschaft für Thrombose- und Hämostasefor-
sehung hat eine Arbeitsgruppe ins Leben gerufen,
die steh mit der Standardisierung der hämostaseolo-
gischen Analytik befaßt. Diesem „Komitee zur Stan-
dardisierung der hämostaseologischen Analytik"
gehören Vertreter interessierter Fachgesellschaften
und Herstellerfirmen von Diagnostika für die
Hämostaseologie an. Wichtige Ziele des Komitees
sind die Erarbeitung von Konscnsusmethoden und
von Miniinalanforderungen an hämostaseologische
Tests.

Die Richtigkeit eines Laborbefundes ist von zahl-
reichen Faktoren abhängig, unter denen die Präana-
lytik eine entscheidende Rolle spielt. Die PräanaJytik
umfaßt: Patientenvorbereitung, Materialidentifizie-
rmig, Gewinnung des Untersuchungsmaterials sowie
Transport und Aufbewahrung der Proben.

Während die Analytik im Labor relativ zuverlässig
kontrolliert werden kann, ist der Einfluß von Feh-
lern in der Präanalytik auf das Analysenergebnis oft
schwer erkennbar. Die Ergebnisse von hämostaseo-
logischen Untersuchungen werden in besonderem
Maße von Fehlern in der Präanalytik beeinflußt.
Deshalb ist die Einhaltung bestimmter Bedingungen
unbedingt erforderlich.

Unter diesem Gesichtspunkt hat das „Komitee zur
Standardisierung der hämostaseologischen Analy-
tik"1 der Gesellschaft für Thrombose- und Hämosta-
seforschung /GTH) die Minimalanlbrderungeii bei
der Probengewinnung für hämostaseologische Ana-
lysen zusammengestellt. Sie stehen in Einklang mit
der DIN-Norra 58 905 Teil l, die vom Normenaus-
schuß Medizin (NAMed) im D1N (Deutsches Institut
für Normung e.V.) unter Mitwirkung von Vertretern
der GTH erarbeitet wurde.

Die Anforderungen an die Präanalytik wurden
bewußt so gewählt, daß einerseits eine störungsfreie

hämostaseologische Analytik gewährleistet ist, ande-
rerseits die Einhaltung der Bedingungen auch in der
klinischen Routine möglich ist.

Der Anforderungskatalog ist gedacht für die Rou-
tineanalysen und nicht für Spezialanalysen. Für
Analysen mit speziellen Fragestellungen sind die
optimalen Bedingungen noch nicht alle vollständig
evaluiert und müssen jeweils dem entsprechenden
Bestimmungsparaineter angepaßt werden.

Anwendungsgebiet

Diese Minimalanforderungen sind notwendig für die
Blutentnahme und Plasniagewinnuiig zur Durchfüh-
rung von hämostaseologischen Testen wie Thrombo-
plastinzeit (TPZ), 1NR-TPZ, aktivierte partielle
Tliromboplastinzeit (APTT), Throrabinzeit, Fibri-
nogenbestiinmung, Faktorenhestimmimgen und für
andere hämostaseologische Methoden, bei denen
Citratplasma als Probe verwendet wird, wenn keine
speziellen Vorschriften zur Probengewinnung vorlie-
gen, z.B. für Fibrinolyse-Parameter.

Blutentnahme und Plasmagewinnung

Patientenvorbereitung

Blutentnahme möglichst nüchtern oder nach leich-
tem Frühstück ohne Fettaufnahme (auch keine
Milch).

Anmerkung: Bei Streß, körperlicher Anstrengung
und Bhitabnahme beim nicht liegenden Patienten
können Aktivierungen des Hämostasesystems auf-
treten.

Anschriften der Autoren:
Komitee zur Standardisierung der hämostaseologi-
schen Analytik
Gesellschaft für Thrombose- und Hämostase-
forschung. Bad Nauheirn.
Korrespondenzadresse:
Prof. Dr. Irene Witt. Universität Freiburg i. Br. und
Cemeinschaftspraxis- Labormedizin, Bismarckallee
10. 79098 Freiburg

Probennahme

Zur Blutentnahme sind speziell für häinostaseologi-
sche Untersuchungen vorgesehene Einmulspritzen
aus Kunststoff und Einmalkanülen mit inerten
Oberflächen oder Vakuuinabnalimesysteinc zu ver-
wenden, um Kontaktaktivierung zu vermeiden. Die
Punktionsnadel ist zur Vermeidung von mechani-
scher Hämolyse ausreichend weit zu wählen. Die
ideale Weite liegt zwischen 21 und 19 gange.
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Für pädiatrische Patienten können auch 23 gange
Nadeln verwendet werden, ßutterfly-Nadeln sind
besonders geeignet.

Durch Bliiinitnnlune artifizicll erzeugte Immolyti-
sehe Plasmen sind für hämostaseologische Untersu-
chungen nicht geeignel.
- Die ttlutcntmihmc ist venös, vorzugsweise um

Arm vorzunehmen. Bei pädiatrischen Patienten
kiinn «auch aus anderen Venen entnommen wer-
den.

— Hin kontinuierlicher Blut f luß muß gewährleistet
sein; dies wird meistens durch einen Stau .zwi-
schen systolischem und diastolisehein Druck
erreicht. Die Dauer der Stauung darf höchstens l
min betragen. Bei Abnahme mehrerer Blutproben
sollte die Abnahme der Probe für hämostaseologi-
sche Untersuchungen mit dem zweiten Röhrehen
erfolgen. Wurde an einem Arm erfolglos punk-
tiert, sollte der Stau Vorgang nicbt am selben, son-
dern am anderen Arm wiederholt werden. Notfalls
muß der St au Vorgang clistal von der Erstpunktion
vorgenommen werden.

— Die Punktion ist direkt und streng intravenös
durchzuführen, um eine Beimengung von
Cewebsfiüssigkeit zu verhindern und damit eine
Aktivierung des Hämostasesystems zu vermeiden.
Sofern eine venöse Punktion nicht möglich ist,
kann notfalls Blut aus einem Katheter entnom-
men werden. Dabei ist durch Abziehen und Ver-
werfen einer ausreichenden Blutnienge (ca. 3 X
Kathetervolumen, insgesamt 5—10 ml) eine Ver-
dümiug durch hifusionslösungen zu vermeiden.
Die Testergebaisse bedürfen dann einer sehr kriti-
schen Bewertung. Bei mit Heparin beschichteten
oder gepflegten Kathetern sind Heparin empfind-
liche Tests ohne Aussagekraft. Selbst durch vor-
heriges Abziehen von 20 ml Blut sind Beimengun-
gen von Heparin häufig nicht zu vermeiden.

— Das Verhältnis der Volumenanteile Antikoagulanz
zu Blut ist genau einzuhalten. Bei einem Hämato-
kritwert zwischen 0,25 und 0,60 wird l Volumen-
teil steriler Natriumcitratlösung (0,11 mol/1) mit
9 Volum enteilen Blut gemischt. Bei einem
Mischungsverhältnis von Citrat zu Blut unter l -l·
11 werden falsche Werte ermittelt. Bei Hämato-
kritwerten außerhalb der angegebenen Grenzen
ist eine Korrektur vorzunehmen, bei derbei
erhöhtem HTK die Volumenanteile an Na-Citrat
vermindert und bei erniedrigtem HTK erhöht
werden.

— Die Spritze wird Jbis zur Markierung mit Blut
gefüllt. Nach Entfernen der Kanüle ist der Kolben
der Spritze sofort bis zum Ansehlag anzuziehen.
Blut und Antikoagulanz werden unmittelbar nach
der Entnahme ohne Schaumbildung durch 5
maliges Hin- und Hergleiten der entstandenen
Luftblase gemischt.

Plasmagewinnung

— Möglichst unmittelbar spätestens aber nach l
Stunde, ist das Citratblut in einem verschlossenen
Zentrifugenröhrehen aus Kunststoff bei minde-
stens 2500 X g 15 min lang bei einer Temperatur
des Zentrifugcninnenraumes zwischen 15 °C und
25 °C zu zeritrifugieren.

— Das Citratplasma wird unter strenger Schonung
des „buffy coat" abpipettiert und in ein weiteres,
nicht TU großes Zentrifugenröhrehen aus Kunst-
stoff überführt und verschlossen bei 18 °C bis
22 °C aufbewahrt.
Bei Entnahme der zu analysierenden Probe aus
einem Primärgefäß, muß sichergestellt sein, daß
die Entnahme aus dem mittleren Bereich der
Plasmaschicht erfolgt (genügend Abstand zum
buffy coat und zur Oberfläche).

— Die Untersuchung der Probe ist innerhalb von 4
Stunden nach der Blutentnahme vorzunehmen,
sofern nicht für bestimmte Bestandteile und
Methoden, kürzere (z.B. Faktor VIII-Aktivität)
oder längere (z.B. Antithrombin III-Aktivität)
Haltbarkeitsgrenzen bestehen.

— Wenn die Aktivität eines Parameters durch Ein-
frieren der Probe nicht verändert wird und eine
Bestimmung innerhalb der vorgeschriebenen Zeit
nach der Blutentnahme nicht durchgeführt wer-
den kann, wird die Probe in dem verschlossenen
Sekundärröhrchen aus Kunststoff unmittelbar
nach der ersten Zentrifugation nochmals unter
den gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die
Probe wird unter sorgfältiger Trennung vom Sedi-
ment in ein für Tieftemperaturen geeignetes
Kunststoffröhrchen überführt, verschlossen und
sofort bei mindestens —65 °C in einem Kältebad
(bevorzugt flüssiger Stickstoff oder Trockeneis/
Acetoii-Geniisch) schockgefroren. Die Probe wird
bei mindestens —70 °C aufbewahrt.

— Eingefrorene Proben werden bis zum vollständi-
gen Auftauen 5—10 min bei 37 ±0,5 °C inkubiert
und anschließend gemischt. Die Probe wird 15
min bei Raumtemperatur stehen gelassen und
dann sofort untersucht. Dabei ist darauf zu ach-
ten, daß sich eventuelle Kryopräzipitate vollstän-
dig aufgelöst haben. Eine einmal aufgetaute
Probe darf für hämostaseologische Analysen nicht
wieder eingefroren werden.

Probentransport

— Sofern die Untersuchung der Probe nicht vor Ort
diurchführbar ist, sollte das Blut oder Plasma
schnell transportiert und zügig aufgearbeitet wer-
den. Ist das Testergebnis nicht plausibel, so ist
eine Überprüfung mit einer vor Ort entnommenen
Blutprobe unerläßlich.
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— Beim Transport von nichtgefrorenen Proben ist
darauf zu achten, daß die Proben bis zur Analyse
keiner höheren Temperatur als 25 °C ausgesetzt
werden. ;
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