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Mininialanforderungen zur Gewinnung von Citratplasma
für hämostaseologische Analysen
/. Witt> H. Beesei\ G. Müller-Berghaus

Komitee zur Standardisierung der hämostaseologischen Analytik

Die Gesellschaft für Thrombose- und Hämostase-
forschung hat. eine Arbeitsgruppe ins Leben geru-
fen, die sich mit der Standardisierung der härno-
staseologischen Analytik befaßt. Diesem „Komitee
zur Standardisierung der hämostaseologisclien Ana-
lytik" gehören Vertreter interessierter Fachgesell-
sclmften und Herstellerfirmen von Diagnostika für
die Hämostaseologie an. Wichtige Ziele des Komi-
tees sind die Erarbeitung von Konsensusmethoden
und von Mimmalanforderungen an hämostaseolo-
gische Tests.

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

Wahrend die Analytik im Labor relativ zuverlässig
kontrolliert werden kann, ist der Einfluß von Fehlern
in der Präanalytik auf das Analysenergebnis oft schwer
erkennbar. Die Ergebnisse von hämostaseologisclien
Untersuchungen werden in besonderem Maße von
Fehlern in der Präanalytik beeinflußt. Deshalb ist die
Einhaltung bestimmter Bedingungen unbedingt erfor-
derlich.

Unter diesem Gesichtspunkt hat das „Komitee zur
Standardisierung der hämostaseologischen Analytik"
der Gesellschaft für Thrombose- und Hämostase-
forschuiig (GTH) die Minimalanforderungen bei der
Probengewinnung für^hämostaseologische Analysen
zusammengestellt^ Sie stehen in Einklang mit der DIN-
Norm 58 905 Teil l, die vom Nonnenausschuß Medi-
zin (NAMed)'im DIN (Deutsches Institut für Normung
e.V.) unter Mitwirkung von Vertretern der GTH erar-
beitet wurde.

Die Anforderungen an die Präanalytik wurden be-
wußt 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-
tirieanalysen und nicht für Spezialanalysen. Für Ana-
lysen mit speziellen Fragestellungen sind die optima-
len Bedingungen noch nicht alle vollständig evaluiert

und müssen jeweils dem entsprechenden ßestim-
mungsparameter angepaßt werden.

Anwendungsgebiet

Diese Minimalaiii'orderungen sind notwendig für die,
Blutentnahme und Plasmagewiimung zur Durchfüh-
rung von hämostaseologischen Testen wie Thrombo-
plastinzeit (TPZ), INR-TPZ, aktivierte part iel le
Thromboplaslinzeit (APTT), Tliroinbinzeit, Fibri-
nogenbestimmung, Faktorenbestimmungen und für
andere hämostaseologische Methoden, bei denen
Citratplasma als Probe verwendet wird, wenn keine
speziellen Vorschriften zur Probeiigewinnung vorlie-
gen, z. B. für Fibrinolyse-Parameter.

Blutentnahme und Plasmagewinnung
\

Patientenvorbereitung

— JBlutentnahme möglichst nüchtern oder nach leich-
tem Frühstück ohne Fet tauf nähme (auch keine
Milch).

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

Probennahme

- Zur Blutentnahme sind speziell für hämostaseolo-
gische Untersuchungen vorgesehene Eirunalspritzcn
aus Kunststoff und Eirunalkariülen mit inerten
Oberflächen oder Vakiiumabnahinesysteme 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.

Für pädiatrische Patienten können auch 23 gaug«
Nadeln verwendet werden. Butterfly-Nadelri sind
besonders geeignet.
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Durch Blutentnahme artifiziell erzeugte hänio-
lylischc Plasmen sind für hämostaseologische Un-
tersuchungen nicht geeignet.

- Die Blutentnahme ist venös, vorzugsweise o m Arm
vorzunehmen. Bei pädiatrischeri Pnt.iont.en kann
auch aiih anderen Venen entnommen werden.

- Kin kontinuierlicher Blut f luß muß gewährleistet
sein: dies wird meistens durch einen Stau zwischen
systolisehem und diastolischem Druck erreicht. Die
Dauer der Stauung darf höchstens 1 min betra-
gen. Bei Abnahme mehrerer Blutproben sollte die
Abnahme der Probe für hnmosinseologische* Un-
tersuchungen mit dem zweiten Röhrchen erfolgen.
Wurde an einem Arm erfolglos punktiert, sollte der
Stauvorgang nicht um selben, sondern am ande-
ren Arm wiederholt werden. Notfal ls muß der
Stauvorgang distal von der Erstpunktion vorge-
nommen werden.

- Die Punktion ist direkt und streng intravenös durch-
zuführen., um eine Beimengung von Gewebsflüs-
sigkeit zu verhindern und damit eine Aktivierung
des Hümostuscsystems zu vermeiden. Solern eine
venöse Punktion nicht möglich ist, kann notfalls
Blut aus einem Katheter entnommen werden. Da-
bei ist durch Abziehen und Verwerfen einer ausrei-
chenden Blutmenge (ca. 3 Kathetervolumen. ins-
gesamt 5-10 rnl) eine Verdünnung durch Irifusions-
lösungeri zu vermeiden. Die Testergebriisse bedür-
fen dann einer sehr kritischen Bewertung. Bei mit
Hcparin beschichteten oder gepflegten Kathetern
sind Hepaiin empfindliche Tests oline Aussagekraft.
Selbst durch vorheriges Abziehen von 20 ml Blut
sind Beimengungen von Hcparin häufig nicht zu
vermeiden.

- Das Verhältnis der Volumenariteile Antikoagulanz
zu Blut ist. genau einzuhalten. Bei einem Hämato-
kritwert zwischen 0,25 und 0,60 wird l Volumeri-
teil steriler Natriumcitratlösung (0,11 mol/1) mit.
9 Volumenteilen Blut gemischt. Bei einem Mi-
schungsverhältnis von Citrat zu Blut unter 1+8
bzw. über 1 + 11 werden falsche Werte ermittelt.
Bei Hämatokri t werten außerhalb der angegebe-
nen Grenzen ist. eine Korrektur vorzunehmen, bei
der bei erhöhtem HTK die Volumerianteile an Na-
Citrat vermindert und bei erniedrigtem HTK er-
höht werden.

- Die Spritze wird bis zur Markierung mit Blut ge-
füllt. Nach Entfernen der Kanüle ist der Kolben
der Spritze sofort, bis zum Anschlag anzuziehen.
Blut und Antikoagulanz werden unmittelbar nach
der Entnahme ohne Schaumbildung durch 5 inali-
ges Hin- und Hergleiten der entstandenen Luftbla-
se gemischt.

Plasmagewinnung

- Möglichst unmittelbar, spätestens aber nach 1 Stun-
de, ist das Ci trat bin t in einem verschlossenen
Zentrifiigcnröhrchcn aus Kunststoff bei mindestens
2500 g 15 min lang bei einer Temperatur des
Zcntrifugonirmenraiimcs zwischen 15°C und 25 °C
zu zentrifugiereri.

- Das Citratplasma wird unter strenger Schonung des
„buffy coat" abpipettiert und in ein weiteres, nicht
zu großes Zentrifugen röhrchen aus Kunststoff über-
führt und verschlossen bei 18 °C bis 22 °C aufbe-
wahrt.
Bei Entnahme der zu analysierenden Probe aus ei-
nem Primärgefäß, muß sichergestellt sein, daß die
Entnahme aus dem mittleren Bereich der Plasma-
schicht erfolgt (genügend Abstand zürn buffy coat
und zur Oberfläche).

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

- Wenn die Aktivität eines Parameters durch Einfrie-
ren der Probe nicht verändert wird und eine Be-
stimmung innerhalb der vorgeschriebenen Zeit nach
der Blutentnahme nicht durchgeführt werden kann,
wird die Probe in dem verschlossenen Sekundär-
röhrchen aus Kunststoff unmittelbar nach der er-
sten Zentrifugation nochmals unter den gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Die Probe wird unter
sorgfältiger Trennung vom Sediment in ein für Tief-
teinperaturen geeignetes Kunststoff röhrchen über-
führt, verschlossen und sofort bei mindestens -65 °C
in einem Kältebad (bevorzugt flüssiger Stickstoff
oder Trockeneis/Aceton-Gemisch) schockgcfroren.
Die Probe wird bei mindestens -70 °C aufbewahrt.

— Eingefrorene Proben werden bis zürn vollständigen
Auftauen 5-10 min bei 37±0,5 °C inkubiert und
anschließend gemischt. Die Probe wird 15 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen und darin sofort
untersucht. Dabei ist darauf zu achten, daß sich
eventuelle Kryopräzipitate vollständig aufgelöst
haben. Eine einmal aufgetaute Probe darf für
hämostaseologische Analysen nicht wieder einge-
froren werden.

Probentransport

— Sofern die Untersuchung der Probe nicht, vor Ort
durchführbar ist, sollte das Blut oder Plasma schnell
transportiert und zügig aufgearbeitet werden. Ist
das Testergebnis nicht plausibel, so ist eine Über-
prüfung mit einer vor Ort entnommenen Blutpro-
be unerläßlich.
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- Beim Transport von nichtgefrorenen Proben ist dar-
auf zu achten, daß die Proben bis zur Analyse kei-
ner höheren Temperatur als 25 °C ausgesetzt wer-
den.
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