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Abkürzungsverzeichnis 

 

aPTT   activated partial thromboplastin time 

APC   activated protein C 

CLSI   Clinical and Laboratory Standards Institute 

dRVVT  dilute Russell Viper Venom Time 

INR   International Normalized Ratio 

Min.   Minuten 

Plt   platelet concentration = Thrombozytenkonzentration 

PPP   platelet poor plasma = thrombozytenarmes Plasma 

Rili-BÄK  Richtlinie der Bundesärztekammer zur Qualitätssicherung labora-

toriumsmedizinischer Untersuchungen 

RT   Raumtemperatur 

QK   Qualitätskontrolle 

TAT   turnaround time 
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1 Einleitung 

Die Einführung und Weiterentwicklung der Automatisation in klinischen Labora-

torien ist seit vielen Jahren und auch aktuell von großem Interesse [1–3]. Der 

anhaltende technische Fortschritt ermöglicht es, stetig weitere Arbeitsschritte in 

die Automatisation einzubinden, und erlaubt so die Automatisation immer kom-

plexerer Prozesse. Die Automatisation führt in erster Linie zur Standardisierung 

von Prozessen und soll unter anderem zur Bewältigung des steigenden Proben-

aufkommens, zur Optimierung der gesamten „turnaround time“ (Gesamt-TAT; 

Zeit von Anforderung der Analyse bis zur Übermittlung des Ergebnisses an den 

Anfordernden [4]) und zur Kostensenkung beitragen [3]. Außerdem können durch 

die Übernahme bestimmter Arbeitsschritte durch Maschinen die Ressourcen des 

Laborfachpersonals für andere Tätigkeiten (z.B. Ergebnisvalidierung [2] oder Ka-

libration von Assays) genutzt werden. Es können sowohl Teilbereiche des Labors 

(z.B. Hämatologie [2], klinische Chemie [5]), als auch ein komplettes Labor auto-

matisiert werden [2,6]. Seit Einführung der „dritten Generation“ der Laborautoma-

tionssysteme um 1990 können diese Systeme auch einen Großteil der prä– und 

postanalytischen Prozesse abdecken [2]. 

Eine Laborstraße entsteht durch die Verbindung einzelner Module mit Hilfe eines 

automatisierten Probentransportes, z.B. durch ein Transportband. Zu diesen Mo-

dulen gehören z.B. Probeneingabe- und Ausgabemodule, Barcodeleser, Zentri-

fugen, Aliquotiermodule, Decapper, Recapper, Probenkühlschränke und natür-

lich die eigentlichen Analysegeräte. Die Probenröhrchen werden manuell oder 

mittels speziellen Rohrpostsystemen direkt in das Eingabemodul der Labor-

straße gegeben [7]. Alle folgenden Arbeitsschritte werden voll automatisiert aus-

geführt, dazu gehören unter anderem Probenidentifikation, Probentransport zu 

Zentrifugen und Analysegeräten, Öffnen (Decapper) und Wiederverschluss (Re-

capper) von Probenröhrchen, Aliquotierung und Etikettierung sowie Archivierung 

von Proben, Bearbeitung von Nachforderungen und Entsorgung der Proben 

[2,6]. 

Die Durchführung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen wird klassischer-

weise in präanalytische, analytische und postanalytische Phase unterteilt [8,9]. 

Dieses System dient unter anderem zur Identifizierung und Klassifizierung von 
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Fehlern [10]. Außerdem lassen sich dadurch die jeweiligen Zeitanteile der einzel-

nen Verfahrensabschnitte an der Gesamt-TAT ermitteln [4]. Zur präanalytischen 

Phase werden alle Vorgänge gezählt, die bis zur Messung der angeforderten 

Analyte am Messgerät stattfinden [8,9], u.a. das Beauftragen der Analytik, die 

Patientenvorbereitung, Probenentnahme, Probentransport, Probenaufbereitung 

für die Analytik und die Lagerung der Proben. Jeder dieser einzelnen Schritte 

innerhalb der präanalytischen Phase kann einen Einfluss auf die Messergeb-

nisse haben. Während der Blutabnahme können beispielsweise eine lange Stau-

ung oder zu starkes Aspirieren von Blut mittels Spritzen zur Hämolyse führen 

[11]. Die unzureichende Fixierung von Probenröhrchen während des Proben-

transportes in einer Rohrpostanlage [11] sowie zu hohe Beschleunigungen inner-

halb des Rohrpostsystems [12] können ebenfalls eine Hämolyse verursachen. 

Die Lagerungsdauer von Gerinnungsproben vor Zentrifugation hat einen Einfluss 

auf die Messergebnisse von Quick/INR (International Normalized Ratio) und 

aPTT (activated partial thromboplastin time) [13]. 

In der analytischen Phase erfolgt die Messung der angeforderten Analyte [9]. Zur 

anschließenden postanalytischen Phase gehören Befundinterpretation und Be-

fundübermittlung [10]. 

Die TAT für klinisch–chemische Analysen kann durch kurze Zentrifugationszeiten 

und hohe Zentrifugationsbeschleunigungen reduziert werden [5]. Durch die In-

tegration der Bearbeitung von Gerinnungsproben in den automatisierten Labor-

betrieb könnten ineffiziente parallele Arbeitsabläufe vermieden werden (bei-

spielsweise manuelle Zentrifugation von Gerinnungsröhrchen, manueller Trans-

port zu Zentrifugen und Gerinnungsarbeitsplätzen). Ein Laborauftrag kann zeit-

kritische Gerinnungsanforderungen (z.B. für Quick/INR oder aPTT) in Kombina-

tion mit weniger dringenden Anforderungen (z.B. Protein S) enthalten. Dabei 

müssen bei der Probenvorbereitung für die zeitkritisch und zuerst durchzuführen-

den Gerinnungsanalysen bereits die präanalytischen Anforderungen an die we-

niger zeitkritische Gerinnungsanalytik berücksichtig werden. 

Für die Durchführung von Gerinnungsanalysen gibt es eine Vielzahl unterschied-

liche Empfehlungen. Einerseits liegen für die verschiedenen Assays individuelle 

Herstellerangaben vor, andererseits haben Fachgesellschaften wie das CLSI 
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(Clinical and Laboratory Standards Institute) Leitlinien für diese Thematik entwi-

ckelt. In der CLSI Leitlinie H21-A5 – „Collection, Transport and Processing of 

Blood Specimens for Testing Plasma-Based Coagulation Assays and Molecular 

Hemostasis Assays“ - wird als Kriterium für eine ausreichende Zentrifugation 

thrombozytenarmes Plasma (PPP; platelet poor plasma) genannt. Die Throm-

bozytenkonzentration soll nach der Zentrifugation weniger als 10 x 109/L betra-

gen. Für die Messungen von aPTT und Quick/INR aus frischem Plasma ist eine 

Obergrenze von 200 x 109/L für die Thrombozytenkonzentration ausreichend. Al-

lerdings werden die Zentrifugationsbedingungen in der Richtlinie nicht strikt vor-

gegeben. Eine Zentrifugation bei 1500 x g für mindestens 15 min. und bei Raum-

temperatur (RT) wird als Richtwert genannt. Die Etablierung eines laborinternen 

Zentrifugationsprotokolls wird ausdrücklich empfohlen, in welchem auch höhere 

Zentrifugationsbeschleunigungen und kürzere Zentrifugationszeiten genutzt wer-

den dürfen [14]. 

Für verschiedene Gerinnungsassays existieren unterschiedliche Herstelleranga-

ben. Die empfohlenen Zentrifugationsbedingungen variieren erheblich bezüglich 

Zentrifugationsdauer (15 – 25 min.) und -beschleunigung (1500 – 5000 x g). 

Bei der Zentrifugation kann die Dauer durch unterschiedliche Beschleunigungs-

kräfte ausgeglichen werden, um eine identische Separation zu erzielen. Um die 

TAT für Gerinnungsanalysen zu verkürzen, wurden in Studien verschiedene 

Zentrifugationsprotokolle etabliert [1,15–18], in denen jeweils die Zentrifugations-

beschleunigungen zugunsten kürzerer Zentrifugationszeiten erhöht wurden. 

Es wurden Vergleichsmessungen der Globalteste der Gerinnung (Quick/INR und 

aPTT) [15–18], Fibrinogen [15,16,18] sowie D – Dimer, Antithrombin  und dilute 

Russel Viper Venom Time (dRVVT) [18] durchgeführt. Boudaoud et al. empfeh-

len eine zweiminütige Zentrifugation bei 4400 x g [15], Lippi et al. 5 - 10 min. bei 

1500 x g [16] und Sultan eine fünfminütige Zentrifugation bei 3000 x g [17]. 

Nelson et al. verglichen Routine- und Hochgeschwindigkeitszentrifugation, um 

die Bearbeitungszeit von Gerinnungsanforderungen in Notfallsituationen be-

schleunigen zu können. Für alle getesteten Analyte (Quick/INR, aPTT, Fibrino-

gen, D - Dimer, Antithrombin und dRVVT) wird eine zweiminütige Zentrifugation 

bei 11000 x g empfohlen [18]. Sédille-Mostafaie et al. beschrieben den Einfluss 
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einer automatisierten Laborstraße auf die Messergebnisse von Quick, aPTT, Fib-

rinogen, D – Dimer, sowie der Gerinnungsfaktoren II, V, VII, VIII, IX, X, XI und 

XII. Für die Bearbeitung von Quick, aPTT, Fibrinogen und D – Dimer mithilfe der 

automatisierten Laborstraße werden sieben Minuten Zentrifugationszeit bei 

3000 x g empfohlen [1]. 
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1.1 Zielsetzung 

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung und Evaluierung eines Zentrifuga-

tionsprotokolls für Gerinnungsproben im automatisierten Laborbetrieb. 

Hierfür sollen die für die klinisch-chemischen Analysen etablierten Routinezent-

rifugationsbedingungen (fünf Minuten Zentrifugation bei 3280 x g, T = 19°C, Zent-

rifugen integriert in automatisierte Laborstraße) für die Bearbeitung von Gerin-

nungsanalysen genutzt werden.  

Die Qualität der Zentrifugation soll mittels folgender Kriterien beurteilt werden: 

- Thrombozytenkonzentration nach Zentrifugation 

- Analyseergebnisse der Globalteste für die Gerinnung (Quick/INR, aPTT) 

- Analyseergebnisse der Spezialanalysen Protein S und Gerinnungsfaktor VIII. 

Außerdem werden weitere Einflüsse (z.B. automatisierte Aliquotierung) der au-

tomatisierten Laborstraße auf die Thrombozytenkonzentration untersucht. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Proben 

Aus den Routineeinsendungen der Universitätsmedizin Greifswald an das Insti-

tut für Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin wurden 175 Citratröhrchen 

(0,129 mol/L Natriumcitrat, 2,7 ml; Becton Dickinson; Heidelberg, Deutschland) 

zufällig ausgewählt. Die Probenröhrchen wurden etwa zu gleichen Anteilen 

durch einen Kurier in das Labor gebracht oder über eine Rohrpostanlage (Ae-

rocom; Wildau, Deutschland) eingesendet. 

Ein Votum der Ethikkommission der Ärztekammer Mecklenburg-Vorpommern 

bei der Ernst–Moritz–Arndt-Universität Greifswald lag vor. 

Als Ausschlusskriterien wurden definiert: 

- falsch befüllte Citratröhrchen 

- Gerinnselbildung 

- Hämatokritwerte > 0,4 

- Einsendungen aus der Kinderklinik 

- Proben, die mit „Notfall“ oder „Lebensgefahr“ gekennzeichnet wurden. 

2.2 Probenfluss und Laboranalysen 

Die Probenabarbeitung der eingeschlossenen Gerinnungsproben entsprach der 

bis dato durchgeführten Bearbeitung: die Globaltestest Quick und aPTT wurden 

im frischen Plasma innerhalb der etablierten TAT des Labors sofort und die 

Spezialteste einmal wöchentlich aus zuvor eingefrorenen Aliquoten durchge-

führt. 

Nach dem Eintreffen der Probenröhrchen im Labor wurde eine Messung der 

Thrombozytenkonzentration und des Hämatokrits im Citrat-Vollblut im Original-

röhrchen am Sysmex XE5000 (Sysmex; Norderstedt, Deutschland) durchge-

führt. 

Sofort im Anschluss erfolgte über das integrierte Eingabe–Ausgabe–Modul die 

manuelle Eingabe der Probenröhrchen auf die automatisierte Laborstraße 

„FlexLab“ (Inpeco; Turin, Italien). Es folgte der automatische Transport zu einer 

der beiden baugleichen Zentrifugen ROTANTA 460 Robotic (Andreas Hettich 
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GmbH & Co. KG; Tuttlingen, Deutschland). Die Proben wurden fünf Minuten bei 

3280 x g (T = 19°C) zentrifugiert, über das Transportband zum Eingabe–Aus-

gabe–Modul zurück transportiert und dort manuell entnommen. 

Am Sysmex XE5000 erfolgte die Messung der Thrombozytenkonzentration im 

Plasmaüberstand der Citratröhrchen (Eintauchtiefe etwa 1,5 cm über buffy 

coat). Anschließend wurde die Messung von Quick/INR und aPTT aus dem fri-

schen Plasma an einem der zwei baugleichen BCS XP (Siemens Healthcare; 

Erlangen, Deutschland) durchgeführt. Für die Quickmessungen wurde Inno-

vin®, für die aPTT Messungen Actin®FS benutzt (beide Reagenzien: Siemens 

Healthcare Diagnostics; Marburg, Deutschland). 

Es folgte eine erneute manuelle Eingabe der Originalröhrchen auf die „FlexLab“ 

über das Eingabe–Ausgabe–Modul. Durch ein in die „FlexLab“ integriertes Ali-

quotiermodul wurde aus dem Plasmaüberstand des Originalröhrchens ein Ali-

quot von 510 µl entnommen. Aliquot- und Originalröhrchen wurden am Ein-

gabe–Ausgabe–Modul entnommen. Es erfolgte eine Messung der Thrombozy-

tenkonzentration am Sysmex XE5000, danach wurde das Aliquotröhrchen bei -

20°C eingefroren. 

Der beschriebene Ablauf wurde mit dem Originalröhrchen ein zweites Mal 

durchgeführt (Zentrifugation, Messung der Thrombozytenkonzentration im Plas-

maüberstand, Messung von Quick/INR und aPTT, Aliquotierung, Messung der 

Thrombozytenkonzentration im Aliquotröhrchen, Einfrieren des Aliquot-röhr-

chens). Der Probenfluss nach Eintreffen der Probenröhrchen im Labor ist in Ab-

bildung 1 dargestellt. 

Nach spätestens zwei Wochen wurden die Aliquotröhrchen paarweise bei 37°C 

fünf Minuten lang aufgetaut. Dann erfolgten die Messungen von F. VIII (Coagu-

lation Factor VIII Deficient Plasma, Actin ® FSL; Siemens Healthcare Diagnos-

tics, Marburg, Deutschland) und Protein S Aktivität (Protein S Ac; Siemens 

Healthcare Diagnostics, Marburg, Deutschland) in beiden Aliquotröhrchen aller 

in die Untersuchung eingeschlossenen Proben am BCS XP. 
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Abbildung 1: Probenfluss nach Eintreffen der Probenröhrchen im Labor. 

 

2.3 Qualitätskontrollen 

Interne Qualitätskontrollen (QK) wurden gemäß Rili-BÄK (Richtlinie der Bundes-

ärztekammer zur Qualitätssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchun-

gen) durchgeführt. An jedem Messtag wurden für jeden durchgeführten Assay 

zwei Level einer internen QK gemessen. Probenmessungen wurden nur durch-

geführt, wenn beide QK den Anforderungen der Rili-BÄK entsprachen. 

2.4 Statistik 

Die Methodenvergleiche wurden mit EVAPAK (Add-In-Programm für MS-

EXCEL von Roche Diagnostics; Basel, Schweiz-) erstellt. Regressions- und 

Korrelationsanalysen wurden mittels Passing Bablok Regression durchgeführt. 

Boxplots wurden mit SigmaPlot 12.0 erstellt. P-Werte <0,05 wurden als statis-

tisch signifikant betrachtet. Für weitere Korreleationsanalysen wurde SAS 9.4 

(SAS Institute GmbH; Heidelberg, Deutschland) genutzt. 
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3 Ergebnisse 

Thrombozytenkonzentrationen  

Es wurden 175 Proben eingeschlossen. Davon wiesen 125 Proben Thrombozy-

tenkonzentrationen innerhalb des Referenzbereiches (140-440 x 109/L), 38 Pa-

tientenproben eine Thrombozytenkonzentrationen unterhalb des Referenzbe-

reiches (< 140 x 109/L; Thrombozytopenie) und 12 Patientenproben eine Throm-

bozytenkonzentrationen oberhalb des Referenzbereiches (> 440 x 109/L; 

Thrombozytose) auf. 

Die Verteilungen der Thrombozytenkonzentrationen vor Zentrifugation (gemes-

sen im Citrat-Vollblut) sowie nach der ersten und zweiten Zentrifugation (ge-

messen in Aliquotröhrchen im Citratplasma) sind in Abbildung 2 dargestellt. 

 

Abbildung 2: Verteilungen der Thrombozytenkonzentrationen (Plt). 
Links: im Vollblut vor Zentrifugation und im Originalröhrchen. Rechts: im Citratplasma, nach der 
ersten (5 Min.) und nach der zweiten (2 x 5 Min.) Zentrifugation beides in Aliquotröhrchen. Gestri-
chelte Linie: Mittelwert; durchgezogene Linie: Median. 
Beachte: unterschiedliche Skalierung der Y-Achsen 

 

Vor der Zentrifugation lag der Median der Thrombozytenkonzentration bei 

220 x 109/L und reduzierte sich nach der ersten Zentrifugation (5 Min.) auf 

24 x 109/L. Nach der ersten Zentrifugation wiesen alle Proben eine Thrombozy-

tenkonzentrationen < 200 x 109/L auf. Nach der zweiten Zentrifugation 

(2 x 5 Min.) konnte eine weitere Reduktion des Medians auf 7 x 109/L beobachtet 
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werden (Tabelle 1). Die Thrombozytenkonzentrationen betrugen nach der zwei-

ten Zentrifugation in allen Proben < 30 x 109/L und in 73% der Proben unter 

< 10 x 109/L. 

Die Thrombozytenkonzentrationen nach der ersten und zweiten Zentrifugation 

wurden sowohl im Original- als auch im Aliquotröhrchen gemessen. Die Throm-

bozytenkonzentrationen in den Aliquotröhrchen waren gegenüber den Throm-

bozytenkonzentrationen in den Originalröhrchen leicht erhöht (Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: Mediane der Thrombozytenkonzentrationen (Plt). 
Mediane nach der ersten (5 Min.) und der zweiten (2 x 5 Min.) Zentrifugation. Minimum (Min) und 
Maximum (Max) der Thrombozytenkonzentrationen im Original- und im Aliquotröhrchen. In Klam-
mern: 25%-Quantil (Q1) und 75%-Quantil (Q3). 

 5 Min., Plt [109/L]   2 x 5 Min., Plt [109/L]  

 Min Max Median (Q1; Q3)  Min Max Median (Q1; Q3) 

Originalröhrchen 1 117 19 (12; 30)  0 23 3 (2; 6) 

Aliquotröhrchen 1 118 24 (16; 35)  0 27 7 (4; 10) 

 

Gerinnungsparameter 

Die Vergleiche der Messungen von Quick/INR, aPTT, F. VIII und Protein S nach 

der ersten und zweiten Zentrifugation wurden mittels Passing Bablok Regres-

sion durchgeführt und sind in Abbildung 3 dargestellt.  

Aufgrund der begrenzten Mengen an Probenvolumen des Restmaterials war es 

nicht möglich, alle Messungen in allen Proben (Tabelle 2) durchzuführen. 

 

Tabelle 2: Probenanzahl (n) und Thrombozytenkonzentrationen nach der ersten (5 Minuten) und 
zweiten (2 x 5 Minuten) Zentrifugation gemessen in Aliquotröhrchen 

Gerinnungsassay 5 Min., Plt [109/L], 

Median (Min-Max) 

2 x 5 Min., Plt [109/L], 

Median (Min-Max) 

n 

Quick 20 (2–117) 3 (0-23) 171 

aPTT 19 (1-117) 3 (0-23) 175 

F. VIII 23 (3-79) 7 (2-15) 82 

Protein S 22 (3-79) 7 (2-15) 67 
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Abbildung 3: Ergebnisse der Passing Bablok Regression. 

 

Weder nach der ersten noch nach der zweiten Zentrifugation bestand eine Kor-

relation zwischen der Thrombozytenkonzentration und den Messergebnissen 

von Quick, aPTT und F. VIII. 

Nach der ersten Zentrifugation bestand eine schwache Korrelation zwischen der 

Thrombozytenkonzentration und der Plasmakonzentration von Protein S 

(r2 = 0,36; p < 0,01). Nach der zweiten Zentrifugation korrelierten diese Werte 

nicht mehr miteinander (r2 = 0,04; p = 0,08) (Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Korrelation Thrombozytenkonzentration (Plt) mit der ProteinS Aktivität. 

 

Die Messwertpaare der Protein S Aktivitäten wurden anhand der in den Proben 

bestimmten Thrombozytenkonzentrationen in 5 Untergruppen unterteilt (8-21 

Messwertpaare pro Untergruppe). Bis zu einer Thrombozytenkonzentration in 

den Aliquotröhrchen von etwa 40 x 109/L zeigte sich eine gute Vergleichbarkeit 

zwischen den Messwertpaaren (r2 zwischen 0,8119 und 0,9064 bis zu einer 

Thrombozytenkonzentration von 40 x 109/L). Diese Übereinstimmung geht bei 

höheren Thrombozytenkonzentrationen verloren (r2 = 0,1005). 
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4 Diskussion 

In der CLSI Leitlinie H21-A5 wird für Messungen von Quick/INR, aPTT und 

Thrombinzeit aus frischem Plasma eine Thrombozytenkonzentration von 

< 200 Gpt/L empfohlen. Gemäß der Leitlinie sollen andere als die vorbenannten 

Gerinnungsassays bei Thrombozytenkonzentrationen < 10 x 109/L durchgeführt 

werden [14]. Als Begründung für diesen Cut-off Wert werden in der Leitlinie zwei 

im Folgenden kurz beschriebenen Studien, mit n = 5 bzw. 42 Proben zitiert, die 

Gerinnungsteste für Lupusantikoagulanz und APC-Resistenz zum Gegenstand 

hatten (Brien et al. und Tripodi et al.). 

Brien et al. untersuchten Lupusantikoagulans positive Plasmen von fünf Patien-

ten. Ziel war es, den Einfluss der Thrombozytenkonzentration im Plasma auf die 

Ergebnisse von aPTT Messungen in frischen und wieder aufgetauten Proben 

zu untersuchen. Die Ergebnisse von einmal eingefrorenen Proben wurden von 

einer Thrombozytenkonzentration ≥ 10 x 109/L beeinflusst [19]. 

Tripodi et al. untersuchten die Plasmen von 42 Patienten. Dabei wurde u.a. der 

Einfluss der Thrombozytenkonzentration in frischen und aufgetauten Plasmen 

auf die Ergebnisse dreier APC Resistenz Testmethoden geprüft. Es wurden 

plättchenfreies Plasma (�̅� = 0 x 109/L) und plättchenarmes Plasma 

(�̅� = 19 x 109/L +/- 6,6 x 109/L) hergestellt. Die APC Resistenz Messungen er-

folgten vor und nach dem Auftauen der Plasmen. Im plättchenarmen Plasma 

waren die Messergebnisse nach dem Auftauen signifikant verändert im Ver-

gleich zu den Messungen vor dem Auftauen. Im plättchenfreien Plasma zeigten 

sich keine Unterschiede zwischen den Messwerten vor und nach dem Auftauen 

[20]. 

Die vorliegende Arbeit untersucht daher die CLSI Empfehlung bezüglich der 

Thrombozytenkonzentrationen < 10 x 109/L für spezielle Gerinnungsassays mit 

Hilfe weiterer Assays. In dieser Arbeit wurden die Thrombozytenkonzentratio-

nen im Citratplasma durch einmaliges Zentrifugieren (3280 x g, 5 Minuten) in 

allen Proben auf < 200 x 109/L reduziert. Mittels einer zweiten Zentrifugation bei 

gleichen Bedingungen konnten die Thrombozytenkonzentrationen in allen un-

tersuchten Primär- und Aliquotröhrchen auf < 30 x 109/L gesenkt werden (Ta-

belle 1). 
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Die Thrombozytenkonzentrationen in den Aliquotröhrchen lagen sowohl nach 

der ersten als auch nach der zweiten Zentrifugation höher als in den Original-

röhrchen. Diese Unterschiede der Thrombozytenkonzentration waren jedoch 

mit absolut 3 bzw. 7 x 109/L sehr niedrig. Möglicherweise werden die höheren 

Konzentrationen in den Aliquotröhrchen durch den automatisierten Transport zu 

den Aliquotiermodulen oder durch den Aliquotierungsprozess selbst verursacht. 

Bei der automatisierten Aliquotentnahme wird der Plasmaüberstand zwar vom 

oberen Rand in Richtung des buffy coats abpipettiert, durch den entstehenden 

Sog könnten jedoch Thrombozyten aus der Nähe des buffy coats aufgewirbelt 

und angesaugt werden. 

Zusätzlich zu den Thrombozytenkonzentrationen wurden die Messergebnisse 

von Quick/INR, aPTT, F. VIII und Protein S nach der ersten und zweiten Zentri-

fugation miteinander verglichen. Dies erfolgte mittels Passing Bablok Regres-

sion. 

Die Messwertpaare der Quick/INR und aPTT Bestimmungen waren gut ver-

gleichbar (Abbildung 3). Dies bestätigt, dass die vom CLSI für diese Analysen 

empfohlenen Thrombozytenkonzentrationen von < 200 x 109/L ausreichend 

sind. Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass diese Thrombozytenkonzentra-

tion durch eine einmalige, fünfminütige Zentrifugation bei 3280 x g erreicht und 

unterschritten werden kann. 

Diese Ergebnisse stimmen auch mit den Beobachtungen von Lippi, Boudaoud 

und Sultan überein [15–17]. Allerdings konnten die Thrombozytenkonzentratio-

nen durch die hier getesteten Zentrifugationsbedingungen nicht in so starkem 

Maß gesenkt werden, wie bei Sultan [17] und Sédille-Mostafaie et al. [1] ange-

geben. Laut Sultan konnten die Thrombozytenkonzentrationen im Citratplasma 

durch eine fünfminütige Zentrifugation bei 3000 x g in 98% (n = 46) der unter-

suchten Proben auf < 10 x 109/L gesenkt werden [17]. Sédille-Mostafaie et al. 

konnten durch eine siebenminütige Zentrifugation bei 3000 x g sogar in allen 

untersuchten Proben (n = 10) < 10 x 109/L Thrombozyten messen. 

Der Vergleich der Messwertpaare der F. VIII Messungen nach der ersten und 

zweiten Zentrifugation zeigte ebenfalls eine gute Übereinstimmung der Ergeb-

nisse, obwohl die Thrombozytenkonzentrationen nach der ersten Zentrifugation 
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bis zu 80 x 109/L betrugen. Dies zeigt, dass entgegen der CLSI Leitlinie Throm-

bozytenkonzentrationen von mehr als 10 x 109/L auch für andere Gerinnungs-

assays als Quick/INR und aPTT akzeptabel sein könnten. 

Die Protein S Messergebnisse nach erster und zweiter Zentrifugation wiesen im 

Gegensatz zu den Messergebnissen von Quick/INR, aPTT und F. VIII eine 

schlechtere Vergleichbarkeit auf. Eine genauere Untersuchung dieser Be-

obachtung mittels Untergruppenanalysen zeigte, dass bei Thrombozytenkon-

zentrationen unter 40 x 109/L eine gute Vergleichbarkeit der Messergebnisse 

vorliegt. Diese geht erst bei Thrombozytenkonzentrationen über diesem ermit-

telten Grenzwert verloren. 

Die relativ geringen Zahlen der Messwertpaare in den Untergruppen machen 

eine genaue Abgrenzung für eine maximale Thrombozytenkonzentration für die 

Protein S Analyse nicht sicher möglich. Die Ergebnisse lassen allerdings den 

Schluss zu, dass Protein S in Plasmen, die mehr als 10 x 109/L enthalten, ge-

messen werden kann. Dies gilt nicht für Plasmen, die mehr als etwa 40 x 109/L 

Thrombozyten enthalten. Mehr Messungen innerhalb der Untergruppen wären 

nötig, um die Wahl dieser Grenze weiter zu untermauern. Thrombozytenkon-

zentrationen < 40 x 109/L können durch zwei aufeinanderfolgende Zentrifugati-

onen von jeweils 5 Minuten bei 3280 x g erreicht werden. 

 

Dieser Arbeit wurden die spezifischen Zentrifugationsbedingungen der vorhan-

denen Automatisation zu Grunde gelegt. Diese können von den Empfehlungen 

der Hersteller abweichen. Die Anzahl der untersuchten Proben ist zur Beurtei-

lung der Vergleiche der Quick, aPTT und Faktor VIII Messungen ausreichend. 

Für eine detaillierte Untergruppenanalyse der Protein S Messungen hat sich 

gezeigt, dass eine höhere Anzahl Proben erforderlich ist. 

Die Thrombozytenkonzentration im Citratplasma gilt als generell anerkannter 

Indikator für die Güte der Zentrifugation [14]. In dieser Arbeit wurde dieses Gü-

tekriterium ergänzt um Vergleichsmessungen von vier Gerinnungsassays nach 

zwei aufeinander folgenden Zentrifugationen. Auf diese Weise konnte das ge-

testete Zentrifugationsprotokoll evaluiert und etabliert werden. In der Folge kön-

nen die hohen Zentrifugationsbeschleunigungen, die im Routinebetrieb für die 

Bearbeitung klinisch-chemischer Analysen genutzt werden, auch für die Gerin-

nungsanforderungen Quick, aPTT und F. VIII genutzt werden. Dies erlaubt die 
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Integration von Gerinnungsproben in den automatisierten Laborbetrieb, der an 

der Universitätsmedizin Greifswald bereits für die klinisch-chemischen Analy-

sen genutzt wird. Die wiederholte, also zweifache Anwendung der beschriebe-

nen Zentrifugationsbedingungen auf eine Probe bietet eine Möglichkeit, auch 

Gerinnungsproben mit Anforderungen für Protein S über eine Laborstraße voll-

ständig zu bearbeiten. 
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5 Ausblick 

Für eine gezieltere Untersuchung der Untergruppen der Protein S Messverglei-

che wären weitere Proben erforderlich. Auf diese Weise könnte eine genauere 

Aussage bezüglich eines Cut-off Wertes für die Thrombozytenkonzentration für 

diesen Assay getroffen werden. 

Außerdem könnte die Austestung weitere Gerinnungsassays bezüglich der Be-

einflussung der Messergebnisse durch die Thrombozytenkonzentrationen hilf-

reich sein, um die Aussagen dieser Arbeit weiter zu festigen. 
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6  Zusammenfassung 

In klinischen Laboratorien wird die Zentrifugation mit Beschleunigungen über 

3000 x g genutzt, um die TAT für klinisch-chemische Analysen zu senken. Ge-

rinnungsanalysen werden bisher nur selten in die Laborstraßen integriert, auch 

auf Grund der besonderen Anforderungen an die Zentrifugationsbedingungen. 

Daher sind im Laborbetrieb häufig ineffiziente parallele Arbeitsabläufen nötig. 

Die CLSI Richtlinie zielt für Gerinnungsassays auf die Reduktion der Throm-

bozytenkonzentration ab. Für die Messungen von Quick/INR und aPTT wird 

eine Thrombozytenkonzentrationen von 200 x 109/L als Obergrenze genannt. 

Für andere Gerinnungsassays sollen sehr viel geringere Thrombozytenkon-

zentrationen von < 10 x 109/L erforderlich sein. Die Vereinheitlichung der Zent-

rifugationsbedingungen kann die Integration von Gerinnungsassays in den au-

tomatisierten Laborbetrieb ermöglichen. 

Es wurde ein Zentrifugationsprotokoll für die Etablierung und Evaluierung von 

Gerinnungsassays in den automatisierten Laborbetrieb untersucht. Dafür wur-

den die Proben 5 Minuten lang bei 3280 x g und 19°C zentrifugiert. Danach 

erfolgten Messungen von Thrombozytenkonzentration, Quick, aPTT, F. VIII und 

Protein S. Die Proben wurden anschließend ein zweites Mal unter o.g. Bedin-

gungen zentrifugiert und alle Messungen erneut durchgeführt. Die Zentrifugen 

waren in eine automatisierte Laborstraße integriert. Es erfolgten Vergleichsun-

tersuchungen der gemessenen Parameter. 

Nach einmaliger Zentrifugation konnten in allen Proben Thrombozytenkonzent-

rationen < 200 x 109/L gemessen werden. Nach der zweiten Zentrifugation ent-

hielten 73% der Proben < 10 x 109/L Thrombozyten. Die Ergebnisse der Passing 

Bablok Regression zeigten eine gute Vergleichbarkeit der Messergebnisse von 

Quick, aPTT und F. VIII nach erster und zweiter Zentrifugation. Der Vergleich 

der Protein S Messergebnisse zeigte eine schlechtere Übereinstimmung, wenn 

die Thrombozytenkonzentration über 40 x 109/L lag. 

Die Integration von Gerinnungsassays in den automatisierten Laborbetrieb un-

ter Verwendung von Zentrifugationsprotokollen mit hohen Zentrifugationsbe-

schleunigungen ist möglich. Eine einmalige Anwendung des Zentrifugationspro-

tokolls ist ausreichend für die Bearbeitung von Anforderungen für Quick, aPTT 
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und F. VIII. Für die Protein S Bestimmung ist eine zweite Zentrifugation erfor-

derlich. 

Die vorliegende Arbeit bildet die Grundlage zur Einführung der hier ausgeführ-

ten Zentrifugationsbedingungen, mit denen inzwischen an der Universitätsme-

dizin Greifswald rund um die Uhr gearbeitet wird. 
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