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Einleitung

Die Ergebnisse automatisierter Gerinnungstests kénnen durch viele prdanalytische Variablen (PAVs)
beeinflusst werden. Zur Verbesserung der Prdzision und Genauigkeit von Laboruntersuchungen

ist es wichtig, diese Variablen zu identifizieren und ihre méglichen Auswirkungen zu erkennen.’.2
Dariiber hinaus haben Fortschritte in der Labortechnik die Reproduzierbarkeit und Sensitivitdt der
Analysephase verbessert, was die Abhéngigkeit von der Probenintegritdt verstdrkt.’->

Die Bestimmungen der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (APTT) und der Prothrombinzeit
(PT) gehdren zu den am hdufigsten angeordneten Screeningtests im klinischen Labor. Diese Assays
werden bei einer Vielzahl von klinischen Erkrankungen zur Befundung eingesetzt, entweder zu
diagnostischen Zwecken oder zur Verlaufskontrolle. Diese Screening-Tests bilden auch die Grund-
lage fiir viele spezielle Gerinnungsuntersuchungen, wie beispielsweise Faktor-Assays und Protein-C-

und -S-Aktivitétstests.

Seit der Einflihrung automatisierter Gerinnungs-Assays
wurden Anstrengungen unternommen, diese nicht

nur zu automatisieren, sondern die Tests auch besser
zu standardisieren, um so genauere Ergebnisse fiir die
klinische Befundung zu erhalten.6-14 PAVs fir automati-
sierte Gerinnungstests kdnnen in drei Hauptkategorien
eingeteilt werden:

1. Probengewinnung (einschlieBlich Patientenauswahl)
2. Transport und Stabilitdt der Proben
3. Verarbeitung und Lagerung der Proben

Innerhalb dieser Kategorien gibt es eine Reihe von
Einzelvariablen, von denen jede einen groBen Einfluss
auf die Testung haben kann. Im Zusammenhang mit
der Analyse der Proben gibt es ebenfalls eine Reihe
von Variablen, von denen viele vom Reagenz/ den
Reagenzien und der Gerdteausstattung abhdangen.
Die mit der Analyse verbundenen Variablen wiirden
allerdings den Rahmen dieses Dokuments sprengen.

Zur Verbesserung der Prazision und Genauigkeit wurden
zahlreiche Normen fiir die Priifung im allgemeinen
klinischen Labor und insbesondere im Gerinnungslabor
entwickelt.6-10 Das Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) ist die primdre Organisation fir klinische
Labornormen und Leitfaden in den USA, aber seine
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Richtlinien werden auch international angewandt und
anerkannt.6 Das CLSI wurde 1968 von einer Gruppe von
Vertretern aus Industrie, Regierung und Fachkreisen ge-
griindet, die sich mit der Entwicklung von Normen und
Leitfaden fur klinische Laboruntersuchungen befassten.
Trotz der Existenz des CLSI ist die Praxis in den klini-
schen Laboren hinsichtlich Probengewinnung, Lagerung
und Verarbeitung fiir Gerinnungsuntersuchungen noch
immer nicht standardisiert. Einige der heute in der Praxis
eingesetzten Verfahren beruhen offenbar auf Tradition,
wahrend andere auf CLSI-Richtlinien basieren, mit und
ohne signifikante veroffentlichte oder unterstiitzende
Evidenz. Infolgedessen kdnnen aufgrund der prdanaly-
tischen Verarbeitung der Probe immer noch eine Reihe
von Problemen, Uneinheitlichkeiten und fehlerhaften
Ergebnissen auftreten, die mit verheerenden Folgen
einhergehen kénnen. Diese Arbeit befasst sich mit den
praanalytischen sowie einigen analytischen Variablen
der Gerinnungsdiagnostik. Point-of-Care (POC)-Gerate
flr natives oder antikoaguliertes Vollblut sind ebenfalls
von PAVs betroffen, werden aber in diesem Dokument
nur in begrenztem Umfang behandelt. Es werden
Empfehlungen fiir die korrekte Vorgehensweise auf der
Grundlage verdffentlichter und neuer Daten sowie fiir
die Umstellung auf diese Methoden angesprochen.
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Medikamenten- Medikament Test zum Monitoren/Messen Optimaler oder gewiinschter Zeitpunkt der
klasse Blutentnahme

Hinweise

¢ Anti-Xa-Messungen auch akzeptabel.
* Antikoagulation im extrakorporalen Kreislauf kann eine hdufigere Kontrolle erfordern.

Unfraktioniert 2:1—:}(3 6 Stunden nach Behandlungsbeginn oder -anpassung * Antikoagulation im extrakorporalen Kreislauf kann eine héhere Dosierung erfordern,

u X die nicht mittels APTT gemessen werden kann, so dass hier die ACT-Bestimmung der
eparin optimale Test sein kann.
Niedermolekular Anti-Xa 4 Stunden nach der 3. Dosis * Hybrid- oder LMWH-kalibriertes Anti-Xa sind akzeptabel.
Pentasaccharid Anti-Xa 3 Stunden nach Medikamentengabe * Pentasaccharid-kalibriertes Anti-Xa wird in mg/L oder mg/dL angegeben.
« Falls der Zielwert nicht erreicht wird, muss eine VKORC-Mutation in Betracht gezogen

Antagonist — oral PT/INR (Ausgangs-PT/INR sollte vor Die erste INR-Bestimmung erfolgt 12-24 Stunden werden.

Vitamin K 9 Therapiebeginn bestimmt werden) nach der ersten Dosis. * Falls das Ziel der Therapie erreicht wird, scheint die Dosis angemessen

Antagonisten

« Falls unterhalb des Zielwertes, muss die Dosis wahrscheinlich erh6ht werden.

I.V.: 12 Stunden

(Therapieumkehr) PTIINR Oral: 12-24 Stunden

¢ Patient hat moglicherweise weitere Antagonisten erhalten.
* Wenn der Patient blutet, kann eine haufigere Kontrolle erforderlich sein.

Thrombozytenaggrega-

. Thrombozytenfunktionstests
tionshemmer — oral

1 Woche nach Therapiebeginn

« Kein Konsens hinsichtlich Messverfahren oder ob notwendig.
e Zu den Verfahren zdhlen PFA-Systeme, ULTEGRA und die konventionelle Thrombozyten-
aggregation.

¢ POC- oder Thrombozytenfunktionsverfahren, einschlieBlich ULTEGRA-, TEG- oder

Thrombozytenaggrega- . Thr.ombozytenfunl.(tlonstests Arzneimittelabhdngig innerhalb von 0,5-2 Stunden ROTEM-basierte Verfahren. Auch traditionelle Thrombozytenaggregationstests kénnten
tionshemmer — intravenos (bei Begleittherapie ACT) L. . .
hierflir geeignet sein.
Antithrombotika ¢ Es gibt keinen Konsens und keine Empfehlungen fir das Monitoring. Thrombozytenfunk-
Fibrinolytika TZ, FBG, XDP, FDP 10-15 Minuten nach Infusionsende tionstests (falls Begleittherapie, dann ACT)

* 30 Minuten zur Uberpriifung der Katheterfunktion.

Antifibrinolytika PT/INR, APTT, ACT

Konzentrationsmaximum 2 Stunden nach Infusionsbeginn

* Es gibt keinen Konsens und keine Empfehlungen fir das Monitoring.

APTT, Anti-1l, ECA, ECT (erfordert bei ho-
DTI her PCl-Dosis moglicherweise die ACT-Be-
stimmung), DTT (verdiinnte Thrombinzeit).

HIT-Behandlung: 4-6 Stunden
PCl-Infusion: 5 und 45 Minuten

* Die Arzneimittelkennzeichnung gibt APTT oder ACT an, jedoch kénnen andere, spezi-
fischere Tests hilfreich sein, insbesondere wenn das therapeutische Ziel nicht erreicht
wird.

¢ Blutentnahme kurz vor der ndchsten Dosis.

lla ECT, ECA, lla, dTT Talspiegelproben (5-30 Minuten vor der nachsten Dosis) e Zur Bestimmung von Proben-H&chstwerten meist 2-3 Stunden nach Dosisgabe.
* Blutentnahme kurz vor der ndchsten Dosis.
Xa Medikamentenkalibriertes Anti-Xa Talspiegelproben (5-30 Minuten vor der ndchsten Dosis) e Zur Bestimmung von Proben-Héchstwerten meist 2-3 Stunden nach Dosisgabe.

« Spezifisch auf den Wirkstoff kalibriertes Anti-Xa.

DOAK Antagonisierung —

Dabigatran ECT, ECA, Anti-lla

10-15 Minuten nach Infusionsende

* Es gibt keinen Konsens und keine Empfehlungen fiir das Monitoring.

Antagonisierung —
Rivaroxaban/Apixaban

Anti-Xa 4 Stunden nach Infusion zur Neubewertung des Anti-Xa-Spiegels

* Es gibt keinen Konsens und keine Empfehlungen fiir das Monitoring.

* Das Praparat wird als Dauerinfusion verabreicht. Nach Infusionsende kann der
DOAK-Spiegel ansteigen.

 Spezifisch auf DOAK-kalibriertes Anti-Xa.

Substitutionstherapie

(Hamophilie A oder B) Faktorspiegel

30 Minuten, 60 Minuten, 2, 4, 8, 12 und 24 Stunden.

Arztlich gesteuert. Mdglicherweise werden PK-Untersuchungen
bendtigt. Betrachten Sie flr die PK-Zeitrdume Ausgangswert,

* Bei neueren Substitutionstherapien fiir die Himophilie unter Verwendung von modifi-
ziertem (PEGyliertem, Albumin-kondensiertem usw.) Faktorersatz sind moglicherweise
spezielle Verfahren erforderlich.

* Clotting-Test oder chromogener Test kann bevorzugt sein.

DDAVP/Vasopressin VWEF, FVIII

Ausgangswert, 30 Minuten, 2, 4 und 6 Stunden nach Wirkstoffgabe

* Die Wirkstoffgabe erfolgt entweder durch Nasenspray oder Infusion.

Faktor Substitution

Ausgangswert (vor der Behandlung) und 15-30 Minuten nach Ende

* Es gibt keinen Konsens und keine Empfehlungen fiir das Monitoring.

PKKoder APKK PT/INR, APTT der Verabreichung * Bei APKK kein Zusammenhang mit kiirzeren Gerinnungszeiten und Blutungen.

rVila PT/INR 10-15 Minuten nach Infusion * Es gibt keinen Konsens und keine Empfehlungen fir das Monitoring.

FFP, Kryoprazipitat oder . . . .
andere plasmabasierte PTIINR, APTT Ausgangswert (vor Infusion) und 30 Minuten FBG, FVIII, FXIIl und andere Faktoren kénnen untersucht werden, sofern sie zu diesem

Produkte

Zweck substituiert werden.

Tabelle 1: Vorlaufige Leitlinien zur Priifung pharmakologischer Auswirkungen auf die Gerinnung.

Hinweis: Das Labor muss sich bei der Beurteilung dieser Medikamente mit dem Priméarbetreuer kurzschlieBen oder Empfehlungen
der Einrichtung einholen. Lesen Sie regelméaBig die Fachinformationen zu den Medikamenten, da sich die Empfehlungen (falls
vorhanden) zur Beurteilung der Pharmakodynamik (Wirkung auf die Gerinnung) und der Pharmakokinetik (Vorliegen oder
Menge) des Medikaments d@ndern kénnen.

POC: Point-of-Care

PT: Prothrombinzeit

ROTEM: rotierende Thrombelastometrie

rVIla: aktivierter Faktor VII

TEG: Thrombelastographie

TZ: Thrombinzeit

VKORC: Vitamin K-Epoxid-Reduktase Komplex 1
VWEF: von-Willebrand-Faktor

Xa: aktivierter Faktor X

XDP: D-Dimer

ACT: Aktivierte Clotting-Zeit (time) FDP: Fibrin(ogen)spaltprodukte

APKK: Aktiviertes Prothrombinkomplex-Konzentrat FFP: Gefrorenes Frischplasma

APTT: Aktivierte partielle Thromboplastinzeit Ila: aktivierter Faktor Il (Thrombin)

DDAVP: 1-Desamino-8-D-Arginin Vasopressin HIT: Heparin-induzierte Thrombozytopenie
dTT: verdiinnte Thrombinzeit INR: International Normalized Ratio

DOAK: Direkte orale Antikoagulanzien IV: intravends

DTI: direkte Thrombin-Inhibitoren PKK: Prothrombinkomplex-Konzentrat

ECT: Ecarin-Clotting-Zeit (time) PCl: Perkutane Koronarintervention

ECA: Ecarin- Chromogener Test PEG: Polyethylenglykol

FBG: Fibrinogen PK: Pharmakokinetik

Praanalytische Variablen und Patientenauswahl

In Gerinnungsuntersuchungen flieBen die PAVs Alter,
Geschlecht, Ethnie, Blutgruppe und Gesundheitszustand
ein, wobei, wie wir spater sehen werden, sie sich am
starksten auf die Interpretation der Testergebnisse aus-
wirken. Daher muss jedes Labor in der Lage sein, diese
Variablen zu bertlicksichtigen, die je nach Priifung und
Prifverfahren unterschiedliche Referenzintervalle (RI)
erfordern kénnen. Fiir eine korrekte Interpretation der
Ergebnisse und die Vermeidung von Fehldiagnosen ist
dies zwingend erforderlich.

Zahlreiche gesundheitliche Probleme beeinflussen die
genaue Messung der Blutgerinnung. Entziindungen
kénnen die Spiegel von Fibrinogen (FBG), Faktor VIII
(FVvI), von-Willebrand-Faktor (VWF) und Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) erhéhen, wobei die Ak-
tivitdt von Protein S (PS) abnimmt.15 Psychische und
korperliche Belastungen, einschlieBlich Sport, kdnnen
die Blutgerinnung ebenfalls verandern, und u. a.
kiinstlich VWF und FVIII ansteigen und die Thrombo-
zytenfunktion verschlechtern lassen.15.16 Daher sollten
sich die Patienten vor der Blutentnahme 30 Minuten
lang entspannen kénnen. Andere Bedingungen (z.B.
biologische Unterschiede, zirkadiane Schwankungen
usw.), welche die Gerinnungsergebnisse beeinflussen
kénnen, werden spdter behandelt, da diese Bedin-
gungen eher in die Interpretation der Testergebnisse
einflieBen. Medikamente, Lebensmittel und pflanz-
liche Nahrungserganzungsmittel kénnen die Funktion
der Blutplattchen verandern, weshalb zur optimalen
Beurteilung die Proben beim niichternen Patienten ohne
Medikamenteneinnahme entnommen werden sollten.

AbschlieBend werden zur Uberwachung einige Gerin-
nungstests durchgeflihrt. Hierzu kénnen auch Antikoa-
gulanzien oder eine Faktor-Substitutionstherapie geho-
ren. Bei Proben, die zu Monitoringzwecken entnommen
werden, ist die Einhaltung der drztlich festgelegten
Zeitrahmen entscheidend fiir die korrekte Beurteilung,
um eine unkorrekte Anpassung der Wirkstoffdosis bzw.
eine Uberdosierung zu vermeiden. Tabelle 1 enthilt
vorldufige Empfehlungen fiir die Zeitpunkte der Blutent-
nahme bei gerinnungsbedingter Arzneimitteltherapie,
doch missen die Labore die entsprechenden Entnahme-
zeiten mit dem Uberweisenden Arzt abstimmen.

Empfehlungen zur Patientenauswahl

¢ Jedes Labor muss liber ein geeignetes Referenz-
intervall fiir die zu bewertenden Populationen
verfiigen.

¢ Die Patienten sollten vor der Blutentnahme ent-
spannt sein, um koérperlichen und psychischen
Stress zu vermeiden, der die Gerinnungstests
kinstlich verdndern kann, insbesondere bei VWF-
und Thrombozytenfunktionsuntersuchungen.15.16

¢ Die Bewertung von Thrombozytenfunktions-
untersuchungen sollte anhand von Proben durch-
gefiihrt werden, die niichternen Patienten ohne
Medikamenteneinnahme enthommen wurden.

¢ Bei Patienten, die Giberwacht werden (z.B. unter
Antikoagulanzientherapie), muss der Zeitpunkt
der Blutentnahme zwingend eingehalten werden
(Tabelle 1).



PAVs der Probengewinnung

Nachdem die Patientenauswahl definiert und die
entsprechenden Untersuchungen und Entnahme-
zeiten festgelegt wurden, erfolgt im nachsten Schritt
die Entnahme der Blutprobe. Entscheidend fiir diesen
Ablauf sind die entsprechenden Bezeichnungen, die
eine korrekte Patientenidentifizierung und Anordnung
der Blutentnahme sicherstellen. Nach Uberpriifung der
Patienten-1D und Anforderung erfolgt die eigentliche
Blutabnahme. Um eine ordnungsgemafBe Blutentnahme
zu gewahrleisten, missen die Mitarbeiter in der Blutent-
nahmetechnik unter Beachtung allgemeiner SchutzmaB-
nahmen angemessen geschult sein. In einer veréffent-
lichten Studie zeigten die Autoren, dass geschultes
Personal qualitativ bessere Blutproben fir die Gerin-
nungsuntersuchungen liefert als ungeschultes Personal.
Blutproben, die von ungetlibten Mitarbeitern entnom-
men wurden, enthielten erhdhte Konzentrationen von
Faktoren der Gerinnungsaktivierung (serumvernetztes
Fibrin [XDP], Prothrombinfragment 1+2 [F1+2] und
Thrombin-Antithrombin-Komplexe [TAT]), was fir einen
aktivierten Gerinnungsprozess durch schlechte Qualitat
der Probenentnahme spricht.!”

Blutentnahme: Vollblut- versus R6hrchenentnahme
Vollblut eignet sich fiir Point-of-Care(POC)-Gerdte wie
INR-Monitore und APTT-Gerdte am Patientenbett. Je
nach gewiinschter Untersuchung kann natives Vollblut
oder eine antikoagulierte Probe mit den nachstehend
beschriebenen Blutentnahmerdhrchen verwendet
werden. Labore sollten die Packungsbeilage des Herstel-
lers der POC-Reagenzien und -Gerdte heranziehen, um
Probenart und Entnahmeverfahren zu lberpriifen.

Blutentnahme: Systeme und Blutentnahme

Es gibt mehrere Hersteller von Blutentnahmerdhrchen.
Trotz der Ahnlichkeiten hinsichtlich der Citratkonzentra-
tion, die von diesen Herstellern verwendet wird, gibt es
signifikante Unterschiede zwischen ihren Réhrchen, die
die Ergebnisse der Gerinnungsuntersuchung maglicher-
weise beeinflussen kdnnen. So wurden beispielsweise
bei R6hrchen mit der gleichen Citratkonzentration, die
aber von verschiedenen Herstellern stammen, unter-
schiedliche PT- und APTT-Ergebnisse festgestellt.8
Aufgrund dieser Schwankungen bei den Blutentnahme-
systemen sollten Labore diese Systeme vor der Imple-
mentierung validieren.19 Labore, die Dienstleistungen
auBerhalb ihrer eigenen Region erbringen (z.B. als Refe-
renzlabore), sollten den Kunden die bevorzugte Rohrchen-
und Citratkonzentration flir die Blutentnahme mitteilen,
um diesen praanalytischen Fehler zu vermeiden.

Das Blut kann in einzelnen Vakuumréhrchen oder mittels
Spritzentechnik entnommen werden. Bei der Spritzen-
technik wird eine Probe zundchst in eine leere oder
koagulanzienhaltige Spritze aufgezogen und anschlie-
Bend entweder in einzelne Vakuumrdéhrchen oder direkt
in ein Labor-Analysesystem Uberfiihrt. Die Spritzen-
technik weist eine Reihe von Einschrankungen auf und
sollte auf bestimmte Situationen beschrankt bleiben, die
ihren Einsatz erfordern, z.B. wenn der Phlebotomist es
vorzieht, bei einem Patienten mit schwierigen Venen die
Saugkraft selbst zu dosieren.20

Wenn die Spritzentechnik notwendig ist, sollte man eine
Spritze mit weniger als 25 ml (vorzugsweise 10 ml) mit
der passenden Konzentration und dem entsprechenden
Volumen an Antikoagulans verwenden. Alle Blutentnah-
men mittels Spritze sollten mit einer ,Butterfly”-Kantle
durchgefiihrt werden. Damit es nicht hamolysiert, ge-
rinnt bzw. die Thrombozyten aktiviert werden, sollte das
Blut langsam entnommen werden. Wenn mehrere Rohr-
chen mit unterschiedlichen Gerinnungshemmern bend-
tigt werden, wird erst die Spritze gefiillt und die Probe
dann rasch in das entsprechende Réhrchen tberfihrt.
Laut Empfehlung des ICSH sollte das Citratrohrchen
manuell gemischt werden (dazu das Réhrchen finf- bis
sechsmal sanft auf den Kopf drehen),2! obwohl es Hin-
weise gibt, dass dies bei einigen Blutentnahmesystemen
nicht zwingend erforderlich ist,22 und auch nicht bei
Patienten, die mit oralen Vitamin-K-Antagonisten (VKA)
behandelt werden.23 Es ist jedoch zu beachten, dass
diese beiden veroffentlichten Studien eine begrenzte
Anzahl von Proben und Probenréhrchen verwendeten.
Sofern nicht durch strenge Studien vor Ort anders fest-
gelegt, kann es daher ratsam sein, bei Vollblut-Gerin-
nungsproben, die in Citrat, Heparin, EDTA oder anderen
Antikoagulanzien gewonnen wurden, sowie bei padia-
trischen oder volumenreduzierten Blutproben weiterhin
auf die beste Praxis der schonenden Durchmischung

zu setzen. Auf keinen Fall sollte das Rohrchen kraftig
geschuttelt oder gertttelt werden.

Da das abgenommene Blut anschlieBend in einen
Probenbehdlter Gberfliihrt werden muss, erhoht die
Spritzentechnik von Natur aus das Risiko einer Nadel-
stichverletzung bei der Blutentnahme, da das Proben-
réhrchen in einer Hand gehalten werden muss, wahrend
die Spritzenkantle mit der anderen Hand in das Rohr-
chen eingebracht wird.24 Die Spritzentechnik erhéht
auch das Hamolyserisiko, wenn das Blut zu schnell durch
die Kanlile oder gegen die Seite des Probenrdhrchens
gedriickt wird.24 Wenn der Spritze kein Antikoagulans
zugesetzt wird, gerinnt die Probe, wenn sie nicht sofort
(meist innerhalb von 60 Sekunden) transferiert wird.
Mit groBeren Spritzen steigt diese Gefahr.24

Trotz dieser Nachteile liegen nur wenige Daten vor, mit
denen sich diese These untermauern l3sst. Tatsdchlich
unterstitzten die ersten Studien tber Probenentnahme-
systeme flir Gerinnungsuntersuchungen den Einsatz der
Spritzentechnik gegentiber dem Vakuumréhrchen.25

Unter den kontrollierten Bedingungen einer Studie ist
eine falsche Spritzentechnik oder das Gerinnen von
Spritzenproben wohl unwahrscheinlicher und spiegelt
nicht die tatsdchliche Praxis in einem hektischen
Krankenhaus wider.

Blutentnahme: KaniilengroBe

Kanilen sind ein integraler Bestandteil der Blutent-
nahme und in einer Vielzahl von GroBen (Kantlenstarke)
erhdltlich, wobei eine steigende GroBennummer einem
kleineren Kanillendurchmesser entspricht. Die CLSI-
Richtlinien empfehlen fiir Gerinnungsuntersuchungen
den Einsatz von Kanililendurchmessern im Bereich von
22 bis 19 Gauge.2* Diese Empfehlung beruht auf keiner
Referenz, sondern wird traditionell in vielen Standard-
Lehrbiichern zur Blutabnahme unterstitzt.

Bei pddiatrischen Patienten kénnen hohere Gauge-Werte
(die einem kleineren Kaniilendurchmesser entsprechen)
im Bereich von 23-25 Gauge erforderlich sein.24.26
Sollen mehr als 30 ml mittels Spritzentechnik entnom-
men werden, wird eine 18-Gauge-Kaniile empfohlen,
um einen ausreichenden Blutfluss zu gewahrleisten und
das Hamolyserisiko zu verringern.

Blutentnahme: Probennahme aus Venenkathetern
Blutentnahmen aus dem Venenkatheter sind gestattet,
wenn mit zwei Spritzen gearbeitet wird, wobei die ers-
ten 10 ml aus dem Katheter verworfen werden und die
zweite Spritze zur eigentlichen Blutentnahme verwendet
wird.24.27 Bei kleineren Patienten kénnen die ersten
sachgemaB und steril entnommenen 10 ml, die ansons-
ten entsorgt wiirden, dem Patienten wieder zurlickge-
geben werden, sofern das Krankenhaus ein Verfahren
zur Ricktransfusion festgelegt hat.27 Bei der Blutent-
nahme aus intravendsen (IV) Dauerkathetern wird der
IV-Zugang idealerweise flr 5 Minuten ausgeschaltet
und dann das Blut wie oben beschrieben mittels Zwei-
Spritzen-Technik entnommen.24.26 Bei Patienten mit
schwierigem vendsen oder arteriellem Zugang sollten
Point-of-Care-Verfahren in Betracht gezogen werden.

Blutentnahme: Stauverfahren

Langere Blutstauzeiten fihren zu erh6htem GefaB3-
druck, Hypoxie und einem niedrigeren pH-Wert unter
dem Stauschlauch, wodurch leicht erniedrigte Spiegel
von VWF, FVIII, gewebespezifischem Plasminogen-
aktivator (tPA) und anderen endothelial assoziierten
Gerinnungsproteinen mdglicherweise verschleiert
werden.24.28 Viele Lehrbiicher und Artikel Giber die Blut-
entnahmetechnik betonen die Notwendigkeit sowohl
einer sauberen, atraumatischen Punktion als auch der
Vermeidung einer langeren Blutsperre, aber abgesehen
von der offensichtlichen Logik und dem Wunsch nach
einer guten Technik gibt es eigentlich nur wenige Daten,
die belegen, dass Gerinnungsuntersuchungen dadurch
nachteilig beeinflusst werden.

Die Venenpunktionstechnik ist eine wichtige pra-
analytische Variable in der Gerinnungsuntersuchung.

Zu den Problembereichen gehdren zu lange andauernde
Stauung und bei mehreren fehlgeschlagenen Versuchen
der Blutentnahme (Punktionen) die Freisetzung von
gerinnungsférdernden Substanzen. Das Anlegen der
Blutsperre fiir mehr als 1 Minute kann zur Hdmokonzen-
tration und Freisetzung von Proteinen aus den Endothel-
zellen fuihren. Die resultierende vendse Stase fordert die
anaerobe Glykolyse mit Laktatanstieg im Plasma und
Abfall des pH-Wertes im Blut. Der niedrigere pH-Wert

im Blut kann die Proteinbindung beeinflussen und im

Falle von Kalzium zu einem scheinbar erhdhten Spiegel
flihren. Das langere Anlegen der Blutsperre erhéht auch
den Spiegel der Gerinnungsfaktoren FVIII, VWF und tPA
und beeintrachtigt somit die Genauigkeit der Diagnose.
Das langere Anlegen der Blutsperre kann auch eine
saure Mikroumgebung schaffen, was bei Clotting-Tests
zu verlangerten Zeiten flihren kann.

Blutentnahme: R6hrchengréBe und Antikoagulans
Vakuumroéhrchen sind in einer Vielzahl von GréBen er-
haltlich, um der PatientengréBe gerecht zu werden und
den Blutverlust sowie die iatrogen induzierte Anamie
bei Krankenhauspatienten zu minimieren. Als Réhrchen-
groBe sollte das kleinste R6hrchen verwendet werden,
das zum Patienten passt und gleichzeitig gentigend Plas-
ma fir alle angeordneten Untersuchungen liefern kann,
wdhrend etwa 50 % des Plasmas fiir Zusatzuntersuchun-
gen eingelagert wird. Es ist darauf zu achten, dass in
einigen Réhrchen das Blut bei richtigem Fiillstand das
Réhrchen nur zur Halfte fillt. Dies stellt manchmal ein
Problem dar, wenn ungetlibte Mitarbeiter Blut entneh-
men, da sie meist angewiesen wurden, das Rohrchen
vollstandig zu befiillen. Ubermé&Big oder unzureichend
befiillte Rohrchen sind fiir die Untersuchung ungeeignet
und sollten abgelehnt werden (siehe unten).29 Die fiir
die R6hrchenannahme verantwortlichen Mitarbeiter
mussen sich lber die Beflillungsbedingungen der einzel-
nen vom Labor verwendeten Rohrchen im Klaren sein.
In einigen Krankenhausern wurden kleine Mikrordhr-
chen entwickelt, um bei Neugeborenen sehr kleine
Blutmengen zu entnehmen. Diese Réhrchen missen

flr die Verwendung durch das Labor validiert sein.30

Die meisten Gerinnungsuntersuchungen werden mit Na-
triumcitrat als Antikoagulans durchgefihrt und validiert.
3,2 % Natriumcitrat ist die bevorzugte Citratkonzentra-
tion,21.24.31 da diese Konzentration gerinnungsbasierten
Assays gegentiber als vertrdglicher gilt. In der Vergan-
genheit wurde 3,8 %iges Natriumcitrat verwendet, das
jedoch nicht mehr empfohlen wird, da das Gberschissi-
ge Natriumcitrat moglicherweise Kalziumionen bindet,
die im Reagenz enthalten sind, was die Gerinnungser-
gebnisse beeintrachtigt. Obwohl 3,2 % Natriumcitrat

die empfohlene Konzentration ist, betrdgt die Natrium-
citratkonzentration in den Rohrchen mehrerer Hersteller
nur in etwa 3,2 %, wobei die Abweichungen auf dem
Herstellungsprotokoll basieren. Anzumerken ist, dass
Blutentnahmeréhrchen mit 3,2 % und 3,8 % Citrat im
selben Labor nicht untereinander austauschbar sind, da
sie unterschiedliche RI- und Patientenergebnisse liefern
kdnnen.

Fiir einige Gerinnungs- und Thrombozytenuntersuchun-
gen werden andere Antikoagulanzien oder keine Anti-
koagulanzien (Entwicklung von Serum) verwendet.24
Réhrchen, die CAD (Citrat, Adenosin und Dipyridamol)
und CTAD (Citrat, Theophyllin, Adenosin und Dipyrida-
mol) enthalten, verhindern die Aktivierung der Throm-
bozyten. Réhrchen mit PPAK oder Aprotinin verhindern
die Aktivierung der Gerinnung bzw. des fibrinolytischen
Systems.32 Lithium-Heparin, EDTA oder kein Antikoa-
gulans (Serum) werden fiir Immunassay-Untersuchungen
eingesetzt (z. B. HIT-Tests und Antikdrpertests beim



Antiphospholipid-Syndrom). Fir spezielle Tests wie die
Untersuchung auf Fibrinabbauprodukte (FDP)33 (hohe
Thrombinkonzentration) und den tPA -Assay34 (saures
Citrat) wurden spezielle Rohrchen entwickelt, die fir
genaue Ergebnisse bei diesen Tests auch verwendet
werden mussen. Wird ein nicht genormtes R6hrchen
verwendet oder ein Réhrchen, das nicht im Beipack-
zettel des Herstellers aufgeflihrt ist, muss das Rohrchen
vom Labor validiert werden.

Blutentnahme: Reihenfolge der Blutentnahme

Die aktuellen CLSI-Richtlinien empfehlen fir die Ent-
nahme mehrerer Proben eine bestimmte Reihenfolge,
die zum Standard geworden ist (Tabelle 2).21.24 Proben,
die fir Gerinnungsuntersuchungen in anderer Reihen-
folge entnommen werden, kénnen mdéglicherweise
Stérungen im Gerinnungstest verursachen und zu einem
falschen Ergebnis fiihren. Beispielsweise war in einer
unverdffentlichten Studie etwa 1 von 30—40 Natrium-
citratréhrchen kontaminiert, wenn ein Rohrchen mit
griiner Kappe und fliissigem Heparin vor dem Natrium-
citratréhrchen befillt wurde; etwa 1 von 75-80 Rohr-
chen war kontaminiert, wenn die Blutabnahme fir ein
Rohrchen mit griiner Kappe und getrocknetem Heparin
vor der Blutabnahme fiir ein R6hrchen mit blauer Kappe
und Natriumcitrat erfolgte. Das Heparin im Réhrchen
kontaminiert das Blut, das seinerseits die Innen- und
AuBenseite der Nadel kontaminiert, die dann in das
Natriumcitratréhrchen eingefiihrt wird, wodurch der
Patient letztendlich mit Heparin kontaminiert wird.

Wenn Blut nur zu Gerinnungsuntersuchungen bendtigt
wird, ist kein Rohrchen zum Verwerfen erforderlich.35
Diese Empfehlung stiitzt sich auf die Ergebnisse mehre-
rer Studien, die belegen, dass Gerinnungsuntersuchun-
gen mit dem ersten Réhrchen durchgefiihrt werden kén-
nen, ohne dass ein R6hrchen zum Verwerfen bendtigt
wird.35 Die Einfiihrung dieser Erfolgsmethode vermeidet
biologische Abfdlle und kann bei den meisten Laboren
zu Kosteneinsparungen fihren.35

Blutentnahme: Fiillvolumen und Hamatokriteinstellung
Natriumcitrat (3,2 %) ist das am haufigsten verwendete
Antikoagulans fiir Gerinnungsuntersuchungen (clotting-
basiert). Uberschiissiges Citrat in der Plasmaprobe kénn-
te beim Gerinnungstest durchaus die Gerinnselbildung
hemmen, indem es mdglicherweise eine signifikante
Menge des zugesetzten Kalziums im Gerinnungstest
bindet, was die Gerinnungszeit klinstlich verfdlschen
wiirde.21.24.29.31 Die aktuellen Richtlinien sehen fir das
Volumenverhaltnis von Blut zu Antikoagulans einen
Wert von 9:1 vor.21.24 Die Literatur zeigt jedoch, dass
eine gewisse Unterfiillung toleriert werden kann, wenn
das Réhrchen fir die PT auf 60 % des erforderlichen
Volumens und fiir die PTT auf 70% gefillt wird, ohne
dass sich dies klinisch signifikant auswirkt.21.24.29 Daher
ist eine Unterfillung von Réhrchen bei Patienten mit
geringem Hamatokrit klinisch nicht unbedingt relevant,
sofern keine gerinnungshemmende Wirkung (Heparin,
direkte orale Antikoagulanzien [DOAK] und direkte
Thrombinhemmer [DTI]) bestimmt werden soll, da die
Wirkung des Antikoagulans aufgrund der Verdiinnung
durch den geringen Hamatokrit- und libermaBigen

Natriumcitratanteil kiinstlich vermindert sein kann.36
Es sind die Empfehlungen des Herstellers hinsichtlich
der angemessenen Zuldssigkeit sowohl bei niedrigem
Hamatokrit als auch bei Unterfiillung der R6hrchen zu
beachten.

Bei Proben mit hohem Hamatokritgehalt (>55 %, wie
sie bei Neugeborenen, schwerer Dehydratation, Ver-
brennungspatienten, Polycythemia vera und Besuchern
oder Bewohnern gréBerer Hohenlagen vorkommen)
kénnen die Gerinnungszeiten falschlich verlangert sein,
da die Probe zu viel Citrat enthalt, welches das dem
Kalzium-Testreagenz des Gerinnungstests zugegebene
Kalzium bindet.21.24.37 Um dieses durch einen zu hohen
Hamatokritwert bedingte Problem ungenauer Gerin-
nungsergebnisse zu vermeiden, kann das Labor Vakuum-
rohrchen mit einem geringeren Volumen an Antikoa-
gulans bereitstellen. Mit Hilfe einer sehr diinnen Nadel
kdnnen 20% des Antikoagulansvolumens entnommen
und verworfen werden. So kénnen Labore natriumcitrat-
adjustierte Rohrchen flir Hdmatokritwerte von mehr als
55% bereitstellen.37

Diese R6hrchen kénnen im Labor bevorratet und bei
Bedarf an den flr die Blutabnahme verantwortlichen
Mitarbeiter weitergeleitet werden. Vor der Verwendung
dieser angepassten Réhrchen muss das Labor ihre
Funktionsfdahigkeit validieren. Alternativ kann die Kappe
entfernt, das entsprechende Citratvolumen verworfen
und das Réhrchen wieder verschlossen werden. Ohne
Vakuum missen diese Rohrchen jedoch manuell mit der
zuvor beschriebenen Spritzentechnik befillt werden.

Empfehlungen zur Probenentnahme

e Zwischen den Probenrohrchen mit gleicher Citrat-
konzentration, jedoch von verschiedenen Herstel-
lern, wurden signifikante Unterschiede zwischen
den berichteten PT- und APTT-Ergebnissen fest-
gestellt.’® Labore miissen diese Systeme vor der
Implementierung validieren.®

e Muss mit der Spritzentechnik gearbeitet werden, ist
eine Spritze mit weniger als 25 ml (vorzugsweise
10 ml) zu empfehlen, die an eine ,Butterfly”-Kaniile
angeschlossen werden sollte.

e Die fiir Gerinnungsuntersuchungen eingesetzte
Kaniilenstdrke sollte 22-19 Gauge betragen, wobei
diinnere Kaniilenstdrken (23-25) fiir padiatrische
Patienten oder schwer zugdngliche Venen empfoh-
len werden.24.26

e Fiir Entnahmen von mehr als 30 ml Blut wird eine
18-Gauge-Kaniile empfohlen.

e Die Blutstauung sollte nicht ldnger als 1 Minute
andauern.

¢ Bei der Spritzentechnik sollte das Blut innerhalb
von 1 Minute nach der Entnahme vorsichtig in
geeignete Blutabnahmerdhrchen eingebracht
werden.

e Fiir die Blutentnahme aus Arterienverweilkathetern
werden zwei Spritzen bendtigt, mit der ersten Spritze
werden 10 ml Blut entnommen und verworfen, und
die zweite Spritze wird zur eigentlichen Blutentnah-
me verwendet.24.27

* Bei Blutentnahmen aus Venenkathetern miissen
maogliche angeschlossene Infusionen 5 Minuten
vorher abgestellt werden. Unter Verwendung zwei-
er Spritzen werden mit der ersten Spritze 10 ml Blut
entnommen und verworfen, und mit der zweiten
Spritze erfolgt die eigentliche Blutentnahme.24.26

Es sind die Herstellerempfehlungen fiir die Unter-
und Uberfiillung der Blutentnahmeréhrchen zu be-
achten. Generell sollte beides vermieden werden,
es sei denn, das Labor kann (mit unterstiitzenden
Daten nachgewiesen) seine eigenen Kriterien fiir
die Zulassigkeit festlegen.

Die Hauptursache fiir falschlich erh6hte PT-, INR-
und APTT-Ergebnisse ist die zu geringe Befiillung
der Blutentnahmerdéhrchen.

Es wird empfohlen, das Natriumcitratréhrchen
ca. 5- bis 6-mal behutsam auf den Kopf zu drehen
(Durchmischung).2 Kraftiges Schiitteln oder
Riitteln vermeiden.

Die empfohlene Citratkonzentration betragt
3,2% Natriumcitrat.21.24,31

Bei Patienten, bei denen mehrere Réhrchen ent-
nommen werden miissen, ist die vorgeschriebene

Reihenfolge der Entnahme einzuhalten (Tabelle 2).
21,24

Werden nur Citratréhrchen verwendet, muss kein
Réhrchen verworfen werden (sofern das Proben-
rohrchen nicht direkt mittels Spritzentechnik und
Butterfly-Kaniile befiillt wird).35

Patienten mit erhohtem Hamatokritwert (> 55 %)
bendétigen R6hrchen mit einem geringeren Citrat-
volumen.21.24,37

Reihenfolge der

PAVs bei Transport
und Stabilitat der Proben

Der Transport und die Verarbeitung der Blutproben
umfasst eine Reihe kritischer PAVs fir die Gerinnungs-
untersuchung. Diese Variablen kénnen sich gravierend
auf die Ergebnisse auswirken, was wiederum schwer-
wiegende Folgen fiir die Patientenversorgung haben
kann. Die aktuellen CLSI-Richtlinien unterscheiden je
nach Assay wie lange die Probe stabil bleibt, bei wel-
cher Temperatur und in welchem Zustand.21.24 Diese
Kriterien andern sich auch, je nachdem, ob der Patient
Antikoagulanzien erhdlt und um welche Art von Antikoa-
gulanzien es sich handelt. GemaB den Richtlinien sind
Proben fiir PT-Assays unabhdngig von der Verarbeitungs-
methodik (zentrifugiert oder nicht), Lagertemperatur
(Kiihlung oder Raumtemperatur) und Patientengruppe
bis zu 24 Stunden lang bemerkenswert stabil.21.24

Die Integritat von PTT-Proben hangt im Gegensatz zu
PT-Proben sowohl von den Verarbeitungsbedingungen
als auch vom Vorliegen von Antikoagulanzien, insbeson-
dere unfraktioniertem Heparin, ab. Proben fir PTT-
Assays und Anti-Faktor-Xa (Anti-FXa) zur Uberwachung
von unfraktioniertem Heparin oder DOAKSs reagieren
empfindlich auf Zeit und Verarbeitungsmethode.21.24.36
Proben, bei denen der Verdacht besteht, dass sie
unfraktioniertes Heparin enthalten, missen innerhalb
von 1 Stunde entnommen und verarbeitet werden, da
Proben mit unfraktioniertem Heparin und Lagerung

bei Raumtemperatur sowie ohne Zentrifugation eine
klinisch signifikante Verklrzung der PTT aufweisen.38
Diese kritische Verkiirzung der PTT scheint auf die
Neutralisierung von Heparin durch den Thrombozyten-
faktor 4 (PF4) zurtickzufiihren zu sein, einem hochaffi-
nen Heparin-neutralisierenden Protein, das zusammen
mit anderen Heparinbindungsproteinen von stimulierten
Thrombozyten ausgeschittet wird.38

Blutentnahme Art des Vakuumrdhrchens Farbe des Deckels Testart
1 Réhrchen fiir Blutkulturen Farben variieren Blutklutur
2 Natriumcitrat (3,2 %) Hellblau Gerinnung
3 Glas (kein Aktivator) Klinische Chemie, Immunoassays

4 SST

Gold oder Rot/Schwarz

Klinische Chemie, Serologie

Spurenelemente

5 (kein Konservierungsstoff) Royalblau Spurenelemente Toxikologie
6 Natrium- oder Lithium-Heparin Grin Klinische Chemie

7 EDTA Lavendel oder Rosa Hamatologie, Blutbank

8 Natriumfluorid Grau Glukose

9 ACD Gelb Blutbank HLA-Testung
10 QUANTIFERON-TB Gold Tuberkulose-Testung

Tabelle 2: Reihenfolge der Blutentnahme und die entsprechenden Arten von Vakuumrdhrchen.



Die aktuellen Richtlinien sehen vor, dass Proben fir
PTT-Assays bei nichtheparinisierten Patienten inner-
halb von 4 Stunden nach der Probennahme untersucht
werden missen, unabhangig davon, ob sie zentrifu-
giert oder als Vollblut bei 2-4°C oder Raumtemperatur
gelagert werden.21.24.38 Dije Zentrifugation verbessert
die Probenstabilitdt, und nach der Zentrifugation hat
die Temperatur keinen wesentlichen Einfluss mehr auf
die Stabilitat.38 Die aktuellen Richtlinien sehen vor, dass
antikoagulierte Proben innerhalb von 1 Stunde nach
der Entnahme zu zentrifugieren sind und alle anderen
Proben innerhalb von 4 Stunden nach der Entnahme
zu testen sind.21.24 Weiterhin wird empfohlen, Proben,
die fiir andere Assays (Faktor-Assays, Protein C, VWF-
Untersuchungen) eingeliefert werden, innerhalb der
4-Stunden-Frist zu verarbeiten und zu lagern.21.24
DTI-Proben, einschlieBlich Dabigatran, missen inner-
halb von 2 Stunden getestet werden, wenn die Throm-
binzeit oder ein direkter chromogener Anti-Flla-Test
zum Einsatz kommt.39.40 Diese Leitlinien sollten ein-
gehalten werden, sofern sie nicht durch Angaben auf
der Packungsbeilage des Herstellers oder Anwendungs-
hinweise ersetzt werden. Es ist anzumerken, dass die
Stabilitat von Vollblutproben eingehend untersucht
wurde, mit Ergebnissen, die robuster zu sein scheinen
als die CLSI-Empfehlungen beschreiben.3 Jedes Labor
muss seine Griinde fiir die Umsetzung alternativer
Stabilitatsgrenzen fiir Proben, die tber die CLSI- oder
Herstellerempfehlungen hinausgehen, abkldren und
dokumentieren.

Bei Hausbesuchen missen die medizinischen Fach-
krafte sicherstellen, dass die von ihnen entnommenen
Gerinnungsproben unter den empfohlenen Bedingun-
gen gelagert werden: Innerhalb des vorgegebenen
Raumtemperaturbereichs, im Sommer nicht in einem
heiBen Auto bzw. im Winter nicht in der Kdlte, und beim
Transport kein Rutteln der Proben. Fur Vollblutproben,
die Uiber weite Strecken transportiert werden (z.B. mit
dem Auto), wurde nachgewiesen, dass die Lagerung der
Rohrchen in senkrechter Stellung die Probenbewegung
verringert und die Genauigkeit des PT/INR-Ergebnisses
sicherstellt.41

Antikoagulierte Vollblutproben fiir Gerinnungsunter-
suchungen kdnnen mittels Rohrpostsystemen

von den Stationen des Krankenhauses zum Labor
beférdert werden, jedoch gilt dies nicht fir die
Thrombozytenfunktionsdiagnostik, einschlieBlich der
POC- sowie der Thrombozytenaggregationstestung.42-44

Vollblutrohrchen mit Citrat, die flir Thrombozytenfunk-
tionstests (Thrombozytenaggregation) vorgesehen sind,
sollten wie vorstehend beschrieben entnommen wer-
den, missen jedoch 30 Minuten bei Raumtemperatur
ruhen, um ein erneutes Gleichgewicht und eine Riick-
kehr der Thrombozytenfunktion zu ermdglichen, jedoch
nicht langer als 4 Stunden, denn danach verschlechtert
sich die Thrombozytenfunktion.4>

Empfehlungen fiir den Transport und die Stabilitat

von Vollblutproben

e Blutproben fiir Gerinnungsuntersuchungen sollten
nicht auf Eis transportiert oder gelagert werden.24

Gerinnungsproben fiir Untersuchungen der Throm-
bozytenfunktion miissen bei Raumtemperatur
gelagert werden.4>

Vollblutproben fiir Prothrombinzeit-Assays sind bei
Raumtemperatur 24 Stunden stabil.24

Vollblutproben fiir APTT-Assays sind bei Raumtem-
peratur 4 Stunden stabil, sofern sie nicht zur
Untersuchung von unfraktioniertem Heparin (UFH)
verwendet werden; in diesem Fall betrdagt die
Raumtemperaturstabilitdt von Vollblut 1 Stunde.24

Sofern vom Hersteller nicht anders angegeben,
betrdagt die Vollblutstabilitat fiir andere Unter-
suchungen 4 Stunden.24

Proben zur Untersuchung der Thrombozyten-
funktion sollten nicht mittels Rohrpostsystemen
beférdert werden.42-44

Blutproben, die auBerhalb des Krankenhauses (z.B.
wahrend hauslicher Krankenpflege) enthommen
werden, sollten in Behaltern (z.B. aus dammendem
STYROPOR) transportiert werden, denn dies ge-
wahrleistet eine gleichbleibende Umgebungstem-
peratur und minimiert das Durchriitteln der Probe.

Fiir Vollblutproben, die iiber weite Strecken (z.B.
mit dem Auto) transportiert werden, sollten die
Roéhrchen senkrecht in Standern stehend beférdert
werden.41

PAVs der Probenverarbeitung

Zentrifugation der Proben

Samtliche Blutproben fiir Gerinnungsuntersuchungen
(mit Ausnahme von Vollblut-POC-Verfahren und Throm-
bozytenfunktionstests) miissen zentrifugiert werden,
um pldttchenarmes Plasma (PAP) zu erhalten. PAP ist
definiert als Plasma, das < 10.000 Thrombozyten/pl (10
x 109/1) enthalt.21.24.46 PAP wird bendtigt, da Thrombo-
zyten, die als letzte Zellkomponente aus dem Plasma
entfernt werden, die Gerinnungstests stéren kdnnen,
wenn die Plattchen aufplatzen. Dies gilt insbesondere
flr den Fall, wenn die Plasmaprobe anschlieBend
eingefroren wird. Die Zentrifuge muss wahrend des
Betriebs die Raumtemperatur (15-25°C) halten kdnnen.
Die Zentrifugationsparameter umfassen die Geschwin-
digkeit der Zentrifuge, den Radius des Zentrifugenarms
(sowohl Geschwindigkeit als auch Radius bestimmen
die g-Kraft) und die Dauer der Zentrifugation.21.24 Um
das gewdlinschte PAP zu erhalten, variiert die Zentrifu-
gationsdauer je nach Zentrifuge, da diese verschiedene
g-Kréfte erzeugen. Fiir gewdhnlich betrdgt die g-Kraft in
groBen Standardzentrifugen typischerweise 1.500 g
(ca. 4.500 U/min) bei einer Zentrifugationsdauer von

10 Minuten. Es stehen aber auch kleinere Zentrifugen
mit héheren g-Krdften und kirzerer Zentrifugations-
dauer (meist ca. 3 Minuten) zur Verfligung.21.24.47 Jedes
Labor muss die Zentrifugalkraft (empfohlen 1.500 g)

und die Dauer bestimmen, die bend6tigt werden, um das
gewlinschte plattchenarme Plasma zu erhalten, welches
als Plasma, das < 10.000 Thrombozyten/pl enthalt, defi-
niert ist.21.24.48 Jedes Labor muss seine Zentrifugations-
parameter (sowohl g-Kraft als auch Dauer) regelmaBig
evaluieren, um sicherzustellen, dass die Proben weiter-
hin als plattchenarm gelten. Akkreditierungsorganisati-
onen verlangen eine regelmaBige Evaluation, die in der
Regel ein- bis zwolfmal jahrlich durchzufiihren ist. Einige
Leitlinien besagen, dass eine Thrombozytenkonzentra-
tion von 200.000/ul (200 x 109/1) flr Routineuntersu-
chungen ausreicht. Diese Proben dirfen jedoch nicht fir
weitere oder spezielle Untersuchungen verwendet oder
eingefroren werden.21.24 Proben, die flr spezielle Un-
tersuchungen vorgesehen sind, miissen normalerweise
eingefroren werden; in diesem Fall sollten sie nach der
Ublichen Laborpraxis zentrifugiert, das Plasma entnom-
men und einem mehrfach gelabelten Sekundarréhrchen
zugegeben und das Plasma erneut zentrifugiert werden,
um alle verbliebenen Thrombozyten zu beseitigen.21.24
Das plattchenfreie Plasma wird dann aus dem Sekundar-
réhrchen entnommen und in ein mehrfach gelabeltes
Lagerréhrchen eingebracht und die Probe sofort zur La-
gerung eingefroren. Die Doppelzentrifugation erfordert
regelmdBige Kontrollen der fertigen Plasmaprobe, um
sicherzustellen, dass die Probe plattchenarm ist.21.24

Die Bestimmung der Thrombozytenaggregation mittels
Lichttransmission erfordert nicht nur plattchenarmes,
sondern auch plattchenreiches Plasma (PRP, Plasma
angereichert mit einer hohen Anzahl von Thrombo-
zyten).#> Fiir diese Untersuchung wird PAP wie oben
beschrieben hergestellt, und PRP durch eine langsamere
Zentrifugation, um die Erythrozyten und die meisten
Leukozyten zu entfernen, wahrend die kleineren Blut-
plattchen weiter im Plasma verbleiben. Die erforderliche
g-Kraft und Dauer hdangen von der Zentrifuge ab; die zur
Entfernung der Erythrozyten und Leukozyten bendtigte
Kraft betragt ca. 200 g.

Vorbereitung und Poolen der Proben

Die meisten Routineuntersuchungen werden nach der
Zentrifugation im Primdrréhrchen durchgefiihrt. Einige
Akkreditierungsorganisationen und Krankenhaus-/Labor-
leitlinien verlangen moglicherweise, dass die Proben
nach den Erstuntersuchungen flr einen bestimmten
Zeitraum aufbewahrt werden. In solchen Fallen wird
eine Lagerung des Primdrrohrchens bei 4 °C fir bis zu
24 Stunden empfohlen (es ist jedoch zu beachten, dass
Proben mit unfraktioniertem Heparin keine validen
Ergebnisse liefern).

Wenn das Réhrchen klein ist und nicht auf das Gerat
passt oder die Probe flir Spezial- oder Zusatzuntersu-
chungen vorbereitet wird, muss die Probe aus dem
Primarrohrchen entnommen und ein zweites Mal zentri-
fugiert werden, um die Probe plattchenfrei zu machen;
sie wird dann einem Sekundarréhrchen zugesetzt,

das mit Mehrfachkennung und der Uhrzeit sowie dem
Datum der Entnahme gekennzeichnet ist. Wenn mehr als
ein Primdrréhrchen entnommen wurde und die Plasma-
proben aliquotiert und eingefroren werden sollen, muss
jedes Primarréhrchen eigenstandig doppelt zentrifugiert

und einzeln in sein eigenes Sekundarréhrchen aliquo-
tiert werden. Plasmaproben aus unterschiedlichen Rohr-
chen sollten nicht gepoolt und dann aliquotiert werden.
Wenn eines der Rohrchen Probleme aufweist (geronnen,
hamolysiert usw.), gilt die gesamte Probe als nicht ver-
wertbar und muss entsorgt werden.

Empfehlungen zur Probenverarbeitung

¢ Mit Ausnahme von Vollbluttests und Untersuchun-
gen zur Thrombozytenfunktion wird plattchen-
armes Plasma (PAP) verwendet.21.24

¢ PAP ist definiert als < 10.000 Thrombozyten/ul.24

¢ Die Innentemperatur der Zentrifugen, die PAP
verarbeiten, muss bei Raumtemperatur (15-25°C)
liegen.

e Obwohl die empfohlene Zentrifugalkraft zur Ge-
winnung von PAP 1.500 g iiber 10 Minuten betragt,
muss jedes Labor seine Zentrifugalgeschwindigkeit
(U/min) oder -kraft (g) verifizieren, um die Herstel-
lung des PAP sicherzustellen.48

¢ Alle Gerinnungsproben miissen vor dem Einfrieren
doppelt zentrifugiert werden.

¢ Die Thrombozytenzahl aus der PAP-Verarbeitung
muss mindestens einmal jahrlich tGiberpriift werden.

e Mehrere Blutproben von ein und demselben Pati-
enten sollten vor der Lagerung oder Untersuchung
nicht gepoolt werden.

PAVs fiir das Lagern und Auftauen von Proben

Fir alle Untersuchungen, die fiir PT nicht innerhalb
von 24 Stunden und fiir PTT und andere Assays nicht
innerhalb von 4 Stunden abgeschlossen sind, muss
das Plasma von Zellen getrennt und in entsprechend
gekennzeichneten sekunddren Kunststoffrohrchen
eingefroren gelagert werden.21.24 Die Proben konnen
bei —20°C fir bis zu 2 Wochen bzw. bei =70°C fir bis
zu 6 Monate gelagert werden.21.24.49,50 Dje Proben
sollten bei 37°C schnell aufgetaut werden, bis alle
Komponenten wieder in Losung gehen (kiirzest-
mégliche Dauer).38.39

Korrekt vorbereitete und gekennzeichnete Plasmapro-
ben sollten in speziellen Réhrchen (Kryoréhrchen oder
andere Polypropylenbehilter, die weder brechen noch
auslaufen) gelagert werden, deren Kappe auch bei sehr
niedrigen Temperaturen an ihrem Platz bleibt.21.24.49.50
Flir optimale Ergebnisse der Spezialuntersuchungen
missen die Plasmaproben in Aliquots von entweder
0,5 ml oder 1,0 ml aufgeteilt werden. Nach der Vorbe-
reitung sollten die ProbengefdBe in dem Gefrierschrank
eingefroren werden, in dem sie auch gelagert werden.
Der optimale Gefrierschrank ist ein No-Frost Ultra-Tief-
kithlschrank mit einer Temperatur von —=70°C oder
—80°C, in dem die Proben 6 Monate lang gelagert wer-
den kdnnen.49.50 Wenn das Labor Gber keinen Tiefkihl-
schrank verfiigt, kénnen die meisten Plasmaproben

2 Wochen lang bei —20°C gelagert werden,49.50 aber
siehe Beipackzettel des Herstellers oder andere Priif-
anweisungen, um die Assaystabilitat bei dieser Tem-
peratur zu gewdhrleisten. Fiir Labore, die wdchentlich
zahlreiche Proben zur Untersuchung oder zum Versand
erhalten, wird ein Lagerhaltungssystem empfohlen.



Das Einfrieren von ProbengefaBen in Trockeneis wird
nicht empfohlen, da die Plasmaprobe eine pH-Verdnde-
rung erfahren kann, die méglicherweise die Ergebnisse
von Gerinnungstests beeinflusst.>1

ProbengefdBe (mit verschlossenen Deckeln) sollten

in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und fiir die
bendtigte Mindestdauer bis zur vollstandigen Auflésung
der Plasmaprobe schonend durchgemischt werden
(invertieren, kein langes Vortexen). Wahrend die Probe
auftaut, geht als letzte Komponente das Kryoprazipitat
in Lésung. Dieser Vorgang dauert normalerweise bis zu
5-7 Minuten. Die Probe sollte nicht Gber einen ldngeren
Zeitraum im Wasserbad bei 37°C verbleiben, da einige
instabile Faktoren (FVIII, FV, usw.) zu zerfallen beginnen
und félschlicherweise niedrige Werte ergeben.21.24,49,50

Empfehlungen zu Lagerung und Auftauen der Proben

e PAP-Proben, die nicht innerhalb der empfohlenen
Grenzen der Raumtemperaturstabilitdt getestet
werden, sollten als Aliquote von 0,5-1,0 ml in ent-
sprechend gekennzeichneten PolypropylengefaBen
eingefroren gelagert werden.

e Optimales Einfrieren gelingt fiir PAP-Proben mit ei-
nem No-Frost-Gefrierschrank mit einer Temperatur
von mindestens -70°C, was eine Probenstabilitat
von 6 Monaten sicherstellt.21.24,49,50

* PAP-Proben kénnen bei -20°C fiir 2 Wochen
gelagert werden.49.50

¢ ProbengefaBe (mit verschlossenen Deckeln) sollten
in einem Wasserbad bei 37°C rasch aufgetaut
werden.

¢ Aufgetaute PAP-Aliquote miissen vor der Unter-
suchung durchgemischt werden.

PAVs des Probenzustands: Himolyse, Lipamie

und lkterus

Hamolyse, Lipdmie und lkterus kdnnen die genaue
Messung eines Gerinnungsassays beeintrachtigen,
insbesondere wenn optische Verfahren zum Einsatz
kommen. Plausible Griinde flir Probleme mit optischen
Instrumenten durch verstarkte Hamolyse und erhdhten
Bilirubinspiegel sind die mit Lipidpartikeln einhergehen-
de spektrale Uberlappung und Lichtstreuung. Analyzer,
die mit sekundaren Wellenldngen (> 650 nm) arbeiten,
kénnen Hyperbilirubindmie-Proben genau messen und
moglicherweise die Messwerte lipamischer Proben
verbessern.52 Es wurde auch die mechanische Lipid-
abscheidung (z.B. Ultrazentrifugation oder Lésungsmit-
tel) beschrieben,52 doch die Labore sollten nichtlipami-
sche Proben parallel verarbeiten und laufen lassen, um
sicherzustellen, dass es keinen durch die beiden Lipid-
abscheidungsverfahren bedingten Abweichungen gibt.

Ikterus kann chromogene Assays stéren (z.B. Antithrom-
binaktivitdt), und die Ergebnisse missen mit Vorsicht
interpretiert werden. Weitere Informationen zum Bili-
rubinspiegel und seine Wirkung auf chromogene Assays
finden Sie in den Beipackzetteln der Reagenzien.

Eine Hamolyse kann auf eine fehlerhafte Blutent-
nahme hinweisen, doch miissen die Labore auch
eine In-vitro-Hamolyse (z. B. Alkoholtoxizitat, Sepsis)

ausschlieBen. Die ex-vivo-Hamolyse geht mit einem
deutlich erhdhten Kaliumspiegel und einem normalen
Laktatdehydrogenasespiegel (LDH) einher. Umge-

kehrt geht die in vivo auftretende Hamolyse mit einem
normalen Kaliumspiegel und einem deutlich erhéhten
LDH-Spiegel einher. Zur Beurteilung der Probenintegritat
und der nachfolgenden Kalium- und LDH-Ergebnisse
sollten Sie sich an die Abteilung fir klinische Chemie
wenden. PT kann bei Einsatz eines optischen Mess-
gerdtes bereits durch moderate Hdmolyse beeinflusst
werden, aber selbst eine ausgeprdagte Hamolyse wirkt
sich bei Einsatz eines mechanischen Messgerdtes nur
minimal auf PT und APTT aus.53 Die Hdmolyse verrin-
gert auch FBG und AT, wahrend die D-Dimere kiinstlich
erhoht werden.53 In einer Studie mit artifizieller Lyse
verlangerte die Hamolyse kilinstlich die PT, verringerte
APTT sowie FBG und erzeugte ein ,dimerisiertes Plas-
min-D-Fragment” (D-Dimere aus der Thrombolyse).54
Sofern die in-vivo-Hamolyse nicht bestatigt wird, sollten
die Labore von einer eher wahrscheinlichen In-vitro-
Hamolyse ausgehen und die erneute Blutabnahme
empfehlen. Die Anforderung nach erneuter Blutabnah-
me bei hdmolysierten Proben kann bei neonatalen oder
padiatrischen Patienten oder wenn die Probe aus einer
zeitabhdangigen Anordnung stammt problematisch sein
(z.B. UFH-Uberwachung), aber die Gefahr irrefiihrender
Testergebnisse kann zu Fehldiagnosen, Dosisanpassun-
gen und anderen Fehlentscheidungen bei der Patienten-
versorgung flhren.

Sauerstofftrager auf Himoglobinbasis (HBOC) haben
kein Stroma und kdnnen bei Patienten mit schwerer,
lebensbedrohlicher Andmie eingesetzt werden, bei
denen die herkémmliche Erythrozytensubstitution kon-
traindiziert ist (z. B. wegen religidser Uberzeugungen).
Bei der Transfusion reagiert das Plasma des Patienten
wie bei einer Hdmolyse, allerdings ohne erhéhten LDH-
oder Kaliumspiegel. Es wurde nachgewiesen, dass dieses
Erscheinungsbild der Pseudohdamolyse die Fahigkeit von
optisch messenden Gerinnungsanalysesystemen beein-
trachtigt, wodurch Clotting Assays nicht mehr korrekt
bewertet werden kénnen, ebenfalls betroffen kdnnen
chromogene Assays sein.55.56

Empfehlungen bei Hamolyse, lkterus und Lipdmie
¢ HIL kann die Fahigkeit optischer Analysegerdte
PAP-Proben genau zu messen beeintrachtigen.52

* PAP-Proben mit Verdacht auf ex-vivo (in-vitro)-
Hamolyse sollten abgelehnt werden.21.24,53,54

e Lipamische Proben kdnnen mittels Ultrazentrifu-
gation verarbeitet werden,52 doch sollte eine nicht-
lipdmische Probe parallel mitlaufen, um sicherzu-
stellen, dass dieses Verarbeitungsverfahren korrekt
funktioniert.

e Ikterische Proben kénnen bei chromogenen Mess-
verfahren die genaue Messung beeintrachtigen.

¢ Die Infusion von HBOC-Produkten erzeugt das
Erscheinungsbild der Pseudohdmolyse im Plasma
und kann die thrombus- und chromogenbasierten
Assays storen.55.56

PAVs und die Interpretation der
Gerinnungstestergebnisse

Wie bereits erwdhnt, tragen die Parameter Alter, Ge-
schlecht, Ethnie, Blutgruppe und Gesundheitszustand
zur Ergebnisinterpretation der Gerinnungsuntersuchun-
gen bei. Da die Leber sich als letztes Organ vollstandig
entwickelt und das primdre Organ ist, in dem Gerin-
nungsfaktoren gebildet werden, haben Neugeborene
(insbesondere Friihgeborene) andere ,Normalwerte”.
Bei den meisten Gerinnungsfaktoren erreichen Saug-
linge den Erwachsenenspiegel im Alter von 6 Mona-
ten.57.58 Zunehmendes Alter geht mit einem Anstieg der
D-Dimere (XDP),59.60 des VWF sowie der Faktoren V, VII,
VI, IX und XI (fortan FV, FV, FVII, usw.) einher.61.62

Es gibt eine Reihe von Unterschieden zwischen Mdnnern
und Frauen bei der Gerinnungsuntersuchung. Bei Frauen
sind die Spiegel der Faktoren Fll, FVII, FX, FIX, FXI und
FXII hoher als bei Mdnnern.62 Dariiber hinaus haben
Frauen niedrigere Spiegel des Proteins S (PS) und eine
verstarkte Antithrombinaktivitdt (AT).63 Bei Mdnnern
sind die Verschlusszeiten fiir die PFA-100® System* Col-
lagen-ADP (CADP)-Kartusche, einem Screeningtest fir
Stérungen der Thrombozytenfunktion, langer.64 Weitere
Variablen bei Frauen sind Veranderungen der Hdmos-
taseparameter als Folge des Menstruationszyklus, der
Einnahme oraler Kontrazeptiva (OK) oder einer Hormon-
ersatztherapie (HET). Die mit OK einhergehenden Ver-
anderungen hangen von der Hormonkonzentration ab.
Ethinylestradiol erhoht den Spiegel von Faktor VII-Anti-
gen, die Faktor VIII-Aktivitdat und den Beta-Thromboglo-
bulinspiegel.65 Fiir die Blutentnahme bei Patientinnen
mit kombinierter Einnahme von OK und HET wird emp-
fohlen, die Therapie 2 Monate vor der Untersuchung
auszusetzen, insbesondere fiir Messungen von PS und
aktivierter Protein-C-Resistenz (APCR).'6 Die meisten
Studien zeigten keine zyklusabhangige Schwankung von
FBG, FXI, FXIII, tPA, PAI-1, XDP oder Alpha-2-Antiplasmin
(A2AP). Allerdings haben einige Studien gezeigt, dass
VWEF, FVIII und Thrombozytenfunktion wahrend der
Menstruations- und frithen follikuldren Phase ihren
niedrigsten Spiegel aufweisen, was nahelegt, dass die-
ses Zeitfenster flir die Befundung weiblicher Patienten
optimal sein kdnnten.66 Wahrend der follikuldren Phase
steigt der Faktor X an.67 Bei menstruierenden Patientin-
nen mit Verdacht auf von-Willebrand-Syndrom (vWD)
wird empfohlen, Blut am Zyklustag 1-4 abzunehmen.'6

Ebenfalls haben schwangere Frauen andere Spiegel

an Gerinnungsfaktoren als nicht schwangere Frauen.
Wahrend einer Schwangerschaft verkiirzen sich APTT
und PT, XDP und I6sliche Fibrin-Monomerkomplexe
(SFMC) steigen an, wahrend AT unverdndert bleibt.68
Eine Schwangerschaft geht auch mit einem erhdéhten
Spiegel an FBG, TAT, F1+2, XDP, VWF, FVII, FVIII, FIX, FX,
FXII, Plasminogen (PLG), PAI-1, tPA-Antigen und erhdh-
ter Thrombozytenfunktion einher. AuBerdem kommt
es zu einem Abfall des Spiegels von FXIIl, APCR, freien
PS-Antigens und der PS-Aktivitdt.16.69.70 Angesichts der
Anzahl der mit einer Schwangerschaft zusammenhan-
genden Verdnderungen lautet die aktuelle Empfehlung

zur Abkldrung einer Gerinnungsstérung, nach der
Geburt 2 Monate zu warten, insbesondere bei abzukla-
render von-Willebrand-Erkrankung und PS-Mangeln.16
Zusatzlich zur Schwangerschaft, die die Gerinnungsspie-
gel der Schwangeren verdndert, erhohen die Wehen die
neonatalen Werte von FVIII, VWF, FIX, FXI, FXIl und PLG
bei vaginaler Entbindung im Vergleich zu Neugeborenen
mit elektiver Sectio. Bei Neugeborenen hat das Vorlie-
gen von Mekonium die Spiegel von FlI, FV, FVII und FX
verringert.”?

Es gibt einige erwdhnenswerte Aspekte beziiglich Ethnie
und Gerinnungsparametern, insbesondere genetische
Mutationen, die mit dem Risiko einer Thromboembolie
oder Blutung einhergehen.”2-74 Die Mehrzahl dieser Risi-
kofaktoren Ubersteigt den Rahmen dieses Artikels, aber
der Leser sollte sich bei der Interpretation der Ergeb-
nisse der moglichen Auswirkungen bewusst sein. Der
Einzel-Nukleotid-Polymorphismus des VWF tritt relativ
hdufig bei Afroamerikanern auf,”> Faktor-XI-Mangel bei
aschkenasischen Juden,’6 und APCR bei Kaukasiern.”?
Die Sichelzellanamie tritt vor allem bei Afroamerikanern
und Menschen mediterraner Herkunft auf und geht mit
einem Anstieg des FVIII-, VWF- und XDP-Spiegels einher.
Zusammen mit dem beobachteten Anstieg des Spiegels
der Prothrombinfragmente 1 und 2 (F1+2) und Throm-
bin-Antithrombin-Komplexe (TAT) sowie des p-Selektin
(ein Marker der Thrombozytenaktivierung) mit ver-
mindertem ADAMTS-13 sprechen diese Daten fiir eine
Aktivierung der Gerinnung und der Thrombozyten.78

Die ABO-Blutgruppen unterscheiden sich deutlich
hinsichtlich der Gerinnungsparameter, insbesondere

bei FVIIl und VWF. In der Blutgruppe O sind die Spiegel
von FVIII, FIX, FXIl und VWF niedriger als in den anderen
Blutgruppen.61-63 Es besteht kein Zusammenhang zwi-
schen dem Rh-Faktor und einem der Gerinnungsparame-
ter. Auch zwischen PS, Protein C (PC) oder AT und dem
ABO-System ist kein Zusammenhang bekannt.63

Bewegung steigert den VWF- sowie FVIII-Spiegel und
verldngert die Euglobulin-Lysezeit (ELT), hat aber keinen
Einfluss auf FXII, FV, FVII, FIl oder FBG.16 Stress-Aktivitat
steigert den Spiegel von VWF, CRP und die Thrombo-
zytenaktivierung,’> wobei mentaler Stress den Spiegel
von VWF, FBG, tPA und FVIII ansteigen ldsst.’6 Phobische
Angst vor der Blutentnahme korreliert mit einem hyper-
koagulablen Zustand,”9 der unter Antidepressivagabe
wieder verschwindet.80 Anhaltender psychischer Stress
lasst den Spiegel von FV, FVIIl und FIX sinken.15.16

Erhdhte Schilddriisenhormonspiegel (Hyperthyreose)
gehen mit einem erhdhten Spiegel an VWF, FBG, Faktor
VIl und PAI-1 einher, verkiirzen aber die CEPI- und
CADP- Verschlusszeiten auf dem PFA-100-System.*81
Durch einen behandlungsbedingten Anstieg des Levo-
thyroxinspiegels erh6ht sich auch die Serumkonzen-
tration von VWF, FVIII, FIX, FX, PAI-1 und ELT, wdhrend
gleichzeitig die APTT zuriickgeht.82 Primarer Hyper-
parathyreoidismus geht mit erhéhten FVII-, FX- und
XDP-Spiegeln einher.83 Eine Azidose und in geringerem
MaBe auch die Hypothermie flihren zu verdanderten PT-
und APTT-Ergebnissen.84

*System auBerhalb der USA nicht im Handel erhdltlich. Die Produktverfligbarkeit kann von Land zu Land unterschiedlich sein und unterliegt den
unterschiedlichen regulatorischen Anforderungen. Wenden Sie sich bei Fragen zur Verfligbarkeit bitte an lhren zustandigen AuBendienstmitarbeiter.
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Die Beurteilung der bei gerinnungsbezogenen Untersu-
chungen beobachteten biologischen bzw. zirkadianen
Abweichung ist sehr wichtig. Unter der biologischen
Schwankung versteht man die Abweichung zwischen
den Messwerten einer bestimmten Untersuchung lber
einen bestimmten Zeitraum bei einer einzelnen Person
bzw. einer ganzen Population. Die Gerinnungsuntersu-
chung mit der geringsten Abweichung ist die Prothrom-
binzeit (PT), und einer der gréBten Unterschiede findet
sich bei der VWF-Bestimmung.85 Bei FBG wurden saiso-
nale Schwankungen festgestellt, nicht aber bei der PT
und Thrombozytenaggregation.86 Zirkadiane Schwan-
kungen wurden festgestellt unter Heparintherapie, 87
bei Untersuchungen der Thrombozytenfunktion,88 und
bei Messungen der fibrinolytischen Kaskade.89

Die Thrombozytenfunktion kann durch den zirkadianen
Rhythmus, physiologischen Stress (Bewegung, Kaffee,
koffeinhaltige Produkte), Erndhrungsprobleme ein-
schlieBlich Flavonoide, Phytodstrogene und Polyphenole
sowie durch Rauchen beeinflusst werden.90-92 Fetts&du-
ren kdnnen die Funktion der Blutplattchen beeintrachti-
gen, den PAI-1-Spiegel erhéhen und die Aktivierung von
FVII fordern.93 Bedingt durch diese bioanalytischen und
jahreszeitlichen Variablen sind mdéglicherweise mehrere
Blutentnahmen Uber verschiedene Zyklen hinweg erfor-
derlich, um pathologische Befunde zu bestatigen.

Neben angeborenen Defekten, die mit Blutungen oder
thrombotischen Risiken einhergehen, gibt es mehrere
Krankheitszustande mit begleitender Koagulopathie, da-
runter Trauma, Schock, Sepsis, Krebs, Niereninsuffizienz,
Leberinsuffizienz, systemischer Lupus erythematodes
(SLE) und andere Autoimmunerkrankungen, Operatio-
nen und Amyloidose. Mechanische und unterstiitzende
MaBnahmen wie die extrakorporale Membranoxy-
genierung (ECMO, auch bekannt als extrakorporale
Lebenserhaltung [ECLS]), Himodialyse, kontinuierliche
venovendselarteriovendse Hamodialyse (CVVHICAVH),
Blutoxygenatoren und Aortenballonpumpen kénnen bei
Erwachsenen eine leichte Form der Verbrauchskoagulo-
pathie auslsen, die bei Neugeborenen und padiatrischen
Patienten (gewichtsbezogen) ausgepragter sein kann.94.95
Diese mechanischen Eingriffe erfordern eine Antikoagu-
lation, die teilweise innerhalb des Kreislaufs, systemisch
(UFH) oder lokal an dem Gerat erfolgt (gerdteintern

Citrat und gerdteextern Kalziumglukonat). Bei diesen
akuten und schwerkranken Patienten werden haufig
POC-Verfahren eingesetzt (z.B. aktivierte Gerinnungszeit
[ACT]) und die POC-Befunde im Labor bestatigt.95 Andere
mechanische Assistenzgerate, wie z. B. linksventrikuldre
Pumpen, erzeugen eine turbulente Stromungsumgebung,
die durch die mechanische Abscherung des VWF-Proteins
sofort zu einer erworbenen von-Willebrand-Erkrankung
Typ 2 fihrt.96

Zahlreiche pharmazeutische Interventionen, die darauf
abzielen Gerinnungsfaktoren zu beeinflussen oder zu
ersetzen, haben moglicherweise einen Einfluss auf die
Gerinnungsuntersuchungen. Gangige Antikoagulan-
zien wie Vitamin-K-Antagonisten, Heparine, DTIs und
DOAKs kdnnen einen gewissen Einfluss auf Routine- oder
Spezialuntersuchungen der Gerinnung haben.

Einige dieser Therapien missen Gberwacht werden,
andere jedoch nicht. Zu den weiteren pharmazeutischen
Interventionen, die die Gerinnungskaskade verandern,
zdhlen fibrinolytische Therapien (z. B. tPA), defibrinieren-
de Medikamente, Antifibrinolytika (z.B. Tranexamsaure
[TXA]) und Antithrombotika (normalerweise bezieht sich
dieser Begriff auf Thrombozytenaggregationshemmer
wie Clopidogrel, Aspirin, Prasugrel usw.). Die Antago-
nisierung kann in Form von Humanprodukten (z.B.
Fresh-Frozen-Plasma, Kryoprazipitat, Flissigplasma usw.),
unspezifisch (aktivierbare 3- und 4-Faktor-Prothrombin-
komplexkonzentrate) oder medikamentenspezifisch (z. B.
Idarucizumab) erfolgen. Pharmazeutische Interventionen
bei einem blutenden Patienten kdnnen die Stimulation
einer in-vivo-Reaktion (z. B. nasale Gabe oder Infusion
von Desmopressin zur Erhéhung des zirkulierenden VWF)
oder die Infusion eines aktivierten Faktors (z.B. Novo-
Seven, einem rekombinanten Faktor Vlla) beinhalten.
Substitutionstherapien beinhalten spezifische Faktoren
(z.B. FVIII oder FIX), die menschlichen, rekombinanten,
porcinen oder anderen Ursprungs sein kdnnen (z.B. Emi-
cizumab-kxwh, Handelsname Helimbra). Labore sollten
die Auswirkungen dieser medikamentdsen MaBnahmen
auf ihre Assays kennen. Die Labore sollten auch Emp-
fehlungen geben kénnen, welche Assays sich fiir die
Bestimmung der Medikamentenkonzentration (Pharma-
kokinetik) oder der -wirkung (Pharmakodynamik) eignen.
Bei gdngigen Antikoagulanzien wie Warfarin oder UFH
werden historisch bedingt traditionelle Screening-Tests
wie PT bzw. APTT eingesetzt. Allerdings missen auch
diese jahrzehntealten Behandlungsstrategien ausreichend
Uiberwacht werden, wobei die Blutentnahme zum richti-
gen Zeitpunkt erfolgen muss, um eine Uberdosierung des
Medikaments oder unangemessene Dosisdanderungen zu
vermeiden (Tabelle 1).

Neuere Therapien (z.B. DOAKs oder Helimbra) und die
Abkldrung der Wirksamkeit von weniger etablierten The-
rapieformen (z.B. Fibrinolytika) erfordern moglicherweise
eine weiterfiihrende Literaturrecherche. Tabelle 1 enthalt
einige vorldufige Orientierungshilfen. Bei Patienten mit
bekanntem angeborenen Mangel (z.B. Himophilie A oder
B und VWD) sind moglicherweise pharmakokinetische
(PK) Untersuchungen notwendig, um die Substitutions-
therapie und eine mdgliche Inhibitorwirkung festzulegen.
Empfehlungen fiir PK-Untersuchungen sollten durch

die Fachinformation des Medikaments oder einen Arzt
erfolgen, aber einige vorlaufige Orientierungshilfen sind
in Tabelle 1 aufgefihrt.

Es ist auch zu beachten, dass einige medikamentdse
MaBnahmen, bei denen das Hauptziel der Therapie nicht
mit der Gerinnung zusammenhdangt, einen unbeab-
sichtigten Einfluss auf die Gerinnungsuntersuchungen
haben kdnnen. Am haufigsten kommt es durch den
Einsatz von Antibiotika zu einer Verédnderung der
Darmflora, was sich auf die Verwertung von Vitamin

K auswirken und einen Mangel an Vitamin K auslésen
(dhnlich wie bei der Warfarinbehandlung, die den
Spiegel von FllI, FVII, FIX und FX senkt) oder die Warfa-
rintherapie verscharfen kann. Dariiber hinaus kdnnen
einige Lipoglykopeptide (z.B. Telavancin) aufgrund ihrer

Bindung an die Phospholipidquellen des Reagenzes die
Gerinnungsassays storen.97.98 Scheinbar pathologische
Ergebnisse, insbesondere, wenn sie mit der Einnahme
neuer Medikamente einhergehen, sollten vor MaB3nah-
meneinleitung griindlich abgeklart werden. Angesichts
eines Anstiegs der Falle in den USA warnten die Centers
for Disease Control (CDC) die Kliniker vor dem Anstieg
an synthetischem Cannabis, das mit Rodentiziden (Bro-
difacoum) behandelt wurde, was PT und APTT deutlich
verlangert.99 Brodifacoum ist ein Vitamin-K-Antagonist
mit einer gegenliber Warfarin extrem langen Halbwerts-
zeit.100

SchlieBlich miissen sich die Labore tiber Proben im
Klaren sein, die moglicherweise nicht menschlichen
Ursprungs sind oder kein ,natives” menschliches Plasma
enthalten. Im Rahmen von episodischen MaBnahmen
zur Qualitatssicherung (QS) missen Einrichtungen, die
Kryoprazipitate sammeln und verarbeiten, moglicher-
weise FVIIl und FBG bestimmen. Diese Proben enthalten
(im Vergleich zu nativem Plasma) konzentrierte Mengen
an FVIII, FBG und VWF, so dass vor Untersuchungsbeginn
der Assay (Verdlinnungen) bzw. die Probe (Verdiinnung

Tierisches Blut weist zwar dhnliche Gerinnungsproteine
auf, zeigt aber oft deutlich andere Werte als menschli-
ches Blut.101 Daher kdnnen nicht alle humanbasierten
Testverfahren auf tierische Systeme lbertragen werden,
insbesondere hinsichtlich Faktoren- sowie D-Dimer-
Spiegeln und Thrombozytenfunktionstests. Dies gilt ins-
besondere dann, wenn ein Immunassay mit tierischen
Antikérpern durchgefiihrt wird. Reagenzienhersteller
kénnen maéglicherweise Auskunft dariiber geben, ob ihr

Reagenz bzw. ihr Verfahren fiir Tierversuche geeignet ist.

Wie bereits beschrieben, gibt es zahlreiche praanaly-
tische Variablen im Zusammenhang mit Gerinnungs-
untersuchungen, die die diagnostische Genauigkeit
eines Untersuchungsergebnisses beeinflussen kénnen.
Jeder Laborant und jeder Arzt muss die Auswirkungen
dieser Variablen bei der Ergebnisinterpretation von
Gerinnungsuntersuchungen einschatzen und bertick-
sichtigen. Zu den Einschrankungen der meisten verof-
fentlichten Studien zu diesen Variablen zdhlen kleine
Stichproben, vor allem aber begrenzte Reagenzien- und
Systemkombinationen. Zu beachten sind die plausiblen
Ursachen fiir eine verldngerte PT und APTT (Tabelle 3)

mit FVIII-Mangelplasma) mdglicherweise modifiziert

sowie flir verkiirzte PT- und APTT-Gerinnungszeiten

werden mussen. Einrichtungen mit Blutriickgewinnungs-  (Tabelle 4).
systemen im Operationssaal bendtigen moglicherweise
eine Anti-Xa-Bestimmung, und das Labor muss lber
ein System verfligen, das eine angemessene, fiir diesen
QS-Prozess geeignete, niedrigere Nachweisgrenze bietet.
Kategorie  APTT Prothrombinzeit Kategorie  APTT Prothrombinzeit
Antikoagulanzien Patienten- Erworbene, gerade Erworbene, gerade
Antikoagulanzien (einschlieBlich Vitamin-K- auswahl ablaufende Gerinnung ablaufende Gerinnung
Antagonisten)
. Schlechte Blutabnahme Schlechte Blutabnahme
Patienten-
Lebererkrankung Lebererkrankung : :
auswahl Rohrchen unvollstdndig Rohrchen unvollstdndig
Gerinnungsstérungen Gerinnungsstdrungen Proben- durchgemischt durchgemischt
(erworben oder an- (erworben oder an- )
geboren) geboren) gewinnung Zu wenig Antikoagulans Zu wenig Antikoagulans
Schlechte Blutabnahme Schlechte Blutabnahme Blutentnahme in Blutentnahme in
falschem Rohrchen falschem Rohrchen
Zu wenig Antikoagulans Zu wenig Antikoagulans
b Probe zu alt Probe zu alt
Proben- Blutentnahme in falschem  Blutentnahme in falschem
gewinnung R6hrchen R6hrchen Proben- Falsche Transport- Falsche Transport-
temperatur temperatur
Unzureichendes Unzureichendes transport
Fullvolumen Fullvolumen Ungeeigneter Umgang Ungeeigneter Umgang
mit der Probe mit der Probe
Probe zu alt Probe zu alt
Falsche Geschwindigkeit Falsche Geschwindigkeit
Proben- Falsche Transport- Falsche Transport- und Dauer der Zentri- und Dauer der Zentri-
transport temperatur temperatur fugation fugation

Ungeeigneter Umgang mit
der Probe

Ungeeigneter Umgang mit
der Probe

Verarbeitung
und Lagerung
der Probe

Falsche Geschwindigkeit
und Dauer der Zentri-
fugation

Falsche Geschwindigkeit
und Dauer der Zentri-
fugation

Lagerung bei hoherer
Temperatur als empfohlen

Lagerung bei hoherer
Temperatur als empfohlen

Ldnger gelagert als
empfohlen

Ldnger gelagert als
empfohlen

Tabelle 3: Mdgliche Ursachen der artifiziell verlangerten APTT

oder PT.

Verarbeitung
und Lagerung
der Probe

Lénger gelagert als
empfohlen

Lénger gelagert als
empfohlen

Zu viele verbliebene
Thrombozyten nach
dem Einfrieren

Tabelle 4: M6gliche Ursachen der artifiziell verkiirzten APTT

oder PT.
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Fazit

Praanalytische Variablen, die mit Patienten, Entnahme,
Transport, Verarbeitung und Lagerung der Proben ver-
bunden sind, kdnnen bei den aus Routine- und Spezial-
untersuchungen der Gerinnung erhaltenen Werten
signifikante Abweichungen verursachen. Wenn diese
prdanalytischen Variablen nicht erkannt oder ange-
sprochen werden, kdnnen falsche Untersuchungswerte
entstehen, die zu Fehlern bei der Patientenversorgung,
einschlieBlich Fehldiagnosen und falsche Dosierung
und Behandlung, fiihren. Wie in diesem Dokument
zusammengefasst, konnen Verfahrensfehler, abgekiirzte
Verfahren und Versdaumnisse zu fehlerhaften Ergebnis-
berichten fiihren. Flr optimale Assay-Ergebnisse missen
die Laborverfahren immer den strengsten Empfehlun-
gen und Richtlinien fiir die Probenentnahme und -vor-
bereitung entsprechen, einschlieBlich jener der Reagen-
zien- und Gerdtehersteller. Die Einhaltung etablierter
Richtlinien und Laborverfahren, die sich speziell mit
praanalytischen Variablen befassen, kann eine Umschu-
lung von Mitarbeitern erfordern, die Gerinnungsproben
entnehmen, verarbeiten, lagern und untersuchen. Die
strikte Umsetzung dieser Verfahren fiihrt zu genaueren
und besser reproduzierbaren Ergebnissen.
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