Report

Thrombelastometrie - interne und externe

Qualitatssicherung

Thrombelastometry - internal and external quality control

Abstract

Patient near diagnostics ensure the monitoring of the individual hemo-
static capacity of surgery and intensive care patients. Therefor
thrombelastometry provideds a series of standard measurements. The
challenge for such a bedside diagnostic method is that it can be per-
formed by “laboratory-unexpierenced” staff, and special attention has
to be paid to result validation. External quality controls with External
Quality Assessment Schemes (EQAS) provide an appropriate instrument,
which was established for the thrombelastometry. The increasing
number of participants and good pass rates show the relevance of this
topic. Here we present a summary of the results and experiences of
four consecutive EQAS. With average inter laboratory coefficients of
variation (CVs) of <20% the results are within the range of typical
physiological plasma clotting methods.
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Zusammenfassung

Patientennahe Diagnostik sichert die Uberwachung der individuellen
Hamostasekapazitat von Patienten der Operativen und der Intensivme-
dizin. Die Thrombelastometrie bildet hierfiir ein standardisiertes Spek-
trum von Messgrofen an. Die Herausforderung dieser schnellen diagno-
stischen Methode, die von ,laborunerfahrenem* Personal durchgefihrt
werden kann, bedeutet andererseits, dass ein besonderes Augenmerk
auf valide Ergebnisse gelegt werden muss. Die externe Qualitatssiche-
rung Uber Ringversuche stellt daflr ein probates Mittel dar, die fur die
Thrombelastometrie etabliert wurde. Die steigenden Teilnehmerzahlen
und guten Bestehensquoten zeigen die hohe Relevanz dieser Thematik.
Wir prasentieren hier eine Zusammenfassung der Ergebnisse und Er-
fahrungen aus vier konsekutiven Ringversuchen. Mit mittleren Interlabor-
Variationskoeffizienten (VKs) von <20% bewegen sich die Ergebnisse
im Bereich der gerinnungsphysiologischen Plasmamethoden.

Schliisselworter: Ringversuche, ROTEM, externe Qualitatskontrolle,
INTEM, EXTEM
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Einleitung

In der Intensivmedizin und bei Notfalleingriffen sind pati-
entennahe diagnostische Methoden zur Uberwachung
der aktuellen Hamostasekapazitat wichtig. Auf diese
Weise kann schneller die Differentialtherapie mit gerin-
nungswirksamen Medikamenten oder Blutprodukten
eingeleitet werden. Allerdings mussen diese Methoden
prézise, validierte und standardisierte Ergebnisse liefern,
damit sie eine tatsachliche Hilfe fir die Diagnosestellung
und Therapiefihrung sind [1]. Die Thrombelastometrie
ermdglicht eine globale Erfassung der Hdmostasekapazi-

tat im Vollblut und erzeugt ein kontinuierliches Dynamik-
profil sowohl der Koagulations- als auch Fibrinolysevor-
gange. Es erfasst dynamische Parameter der plasmati-
schen und zelluldaren Gerinnung, die Gerinnselbildung,
-stabilitadt und -auflésung anzeigen [2].

Eingefuhrt vor 50 Jahren gewinnt die Thrombelastometrie
in der klinischen Beurteilung von Blutungsbedingungen
aufgrund der patientennahen Nutzung und der standar-
disierten Testbedingungen aktuell an Bedeutung. Zudem
erwies sich unter entsprechender Steuerung in prospek-
tiven Untersuchungen im Trauma- und perioperativen
Hamostasemanagement eine kosteneffektivere Nutzung
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der Hamotherapie. Das ROTEM-System erleichtert vor
allem die Differenzierung zwischen hdmostaseologischer
und chirurgischer Blutung und erméglicht damit die Ein-
sparung von Blutprodukten und Gerinnungsfaktorkonzen-
traten.

Ferner kann ein in-vitro Vollblutgerinnungsmodell helfen,
die Dosierung neuer Hamostatika in einer frihen Entwick-
lungsphase zu validieren und zu optimieren und verschie-
dene Wirkprinzipien hinsichtlich aquieffetktiver Dosierung
zu vergleichen. Es ermdglicht auch Vorhersagen bzw. ein
Therapiemonitoring fur eine individualisierte Dosierung
von Hamotherapeutika bei der Behandlung von Patienten.
Eine Reihe von Testkonzepten, die verschiedene Gerin-
nungs-, Thrombozyten- und Fibrinolyseaktivatoren bzw.
Inhibitoren verwenden, wurde entwickelt [3].

Eine komplexe biologische Diagnostik im patientennahen
Einsatz weist auch Nachteile auf. Da die Methode nicht
der klinischen chemischen Bioanalytik entstammt, son-
dern von ,laborunerfahrenen“ Mitarbeitern betrieben
wird, kommen Anwenderthemen wie Schulung, Qualitats-
sicherung sowie Konsistenz und Validitat der Ergebnisse
in Diskussion. Die Qualitatssicherung in der Thrombelas-
tographie wurde bisher in nur wenigen Berichten thema-
tisiert [4]. Einige EQA Organisationen bieten Ringversuche
flr viskoelastische Verfahren an. Von den Herstellern
wird Material fur interne QCs in unterschiedlichen Mess-
bereichen bereitgestellt. Um die Qualitat der Patienten-
versorgung zu verbessern, mussen nicht zuletzt auch pra-
und post-analytische Fehler diskutiert werden [5].

Wir berichten von der Einfiihrung regelmagiger Ringver-
suche (EQA) bei der Referenzinstitution INSTAND e.V.
Daflr sollte auf der einen Seite das Testmaterial dem
tatsachlichen Probenmaterial vom Patienten so ahnlich
wie moglich sein, wahrend auf der anderen Seite das
Material fur Transport und Lagerung stabilisiert werden
muss. Das im bed-side Test verwendete Vollblut kann
daher im Ringversuch nicht eingesetzt werden, da es den
Stabilitdtsanforderungen Uber den Testzeitraum nicht
genugt. Zurzeit stellt lyophilisiertes Humanplasma den
besten Kompromiss dar, um zuverlassige EQAs in der
Thrombelastometrie durchzufiihren. Wir prasentieren
hier Daten von vier unabhangigen Ringversuchen und
zeigen, dass die Thrombelastometrie einen wichtigen
Schritt in Richtung der Qualitatssicherungsstandards in
der medizinischen Laboratoriumsdiagnostik gemacht hat.
Das verwendete Kontrollmaterial wurde charakterisiert
und validiert und die Inter- und Intralaborleistung wurden
dokumentiert und verbessert. Ziel der Studie war es, EQA
fUr dieses Verfahren der patientennahen Hamostasedia-
gnostik zu etablieren.

Material und Methoden

Die Messeinheit des Thrombelastometers (ROTEM) be-
steht im Wesentlichen aus einem zylindrischen Becher
und einem Stift, der Uber ein Intervall von 10 s in einen
Winkel von 4° 45* ostzilliert. Die Ubertragung des Dreh-
moments aufgrund der Probenviskositat wird kontinuier-

lich von einem Computer aufgezeichnet. Bei der Gerinn-
selbildung entstehen nach Aktivierung in der Messeinheit
Fibrinfasern zwischen Becher und Stift, die die Probenvis-
kositat erh6hen. Nach maximaler Koagulation verringert
die Fibrinolyse die Gerinnselstabilitat wieder. Die Kinetik
der Gerinnselbildung und ihre physikalischen Eigenschaf-
ten (z.B. Rate der Gerinnselbildung, Festigkeit und Stabi-
litdt des Gerinnsels, Zeitpunkt der Gerinnsel-Lyse) hangen
von der Wechselwirkung der Gerinnungsfaktoren, Blutzel-
len, Fibrinogen und des Aktivators ab.

Aus dem aufgezeichneten Graphen werden die Parameter
berechnet (vgl. Abbildung 1). Von allen verfligbaren Para-
metern werden in den dargestellten EQA von Instand e.V.
die im Folgenden fett gedruckten abgefragt:

¢ CT: Gerinnungszeit [s]

¢ CFT: Gerinnselbildungszeit [s]

¢ A20: Amplitude 20 Min. nach CT

¢ MCF: Maximale Gerinnselgestigkeit
¢ Alpha-Winkel: Polymerisationsrate

mm

o 20 30

Abbildung 1: Graphische Auswertung eines
Thrombelastogramms mit eingezeichneten Parametern

40 min

Nach dem erfolgreichen Pilotprojekt im Jahr 2009 wurden
Ringversuche [6] fur das Gerinnungsmanagement mit
ROTEM Systemen flr Labore, Kliniken und Praxen nach
Instand eV Standard durchgefuhrt. Die Versuche beinhal-
ten die Testung des intrinsischen (INTEM) und extrinsi-
schen (EXTEM) Gerinnungswegs. Lyophilisierte Plasma-
proben mit definierten Faktoren- und Fibrinogenkonzen-
trationen aus einem Spenderpool stellten sich als relia-
bles Testmaterial heraus. Die Proben werden von den
Teilnehmern mithilfe ihrer Routinelaborprotokolle analy-
siert. Die Probenstabilitdt wird durch eine regelmagige
Stabilitats- und Homogenitatsprifung Uberwacht.

Ergebnisse

A: Teilnehmerzahl

Es besteht ein grofies Interesse daran die Qualitat von
Messungen mit patientennahen Testsystemen zu verbes-
sern. Nach dem Ende unserer Pilotstudie 2009 zeigte
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sich das in einer stetigen Zunahme von Laboren und
Einrichtungen, die an den freiwilligen Ringversuchen
teilnahmen (Abbildung 2). Innerhalb von funf Jahren hat
sich die durchschnittliche Teilnehmerzahl an den Ringver-
suchen fur TEG-Parameter verdoppelt.

300
250 s

200

Teilnehmerzahl
-
3

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Abbildung 2: Teilnehmerzahl an Ringversuchen in den Jahren
2009 bis 2014

B: Fibrinogengehalt als limitierende
Grofie

Die Ringversuche mussen mit lyophilisiertem Plasma
anstelle von Vollblut durchgefuihrt werden, da nur so die
Probenstabilitat Gber die Zeit des Ringversuchs und den
Transport sichergestellt werden kann. Um eine enge
Streuung der Ergebnisse zu erhalten, ist es wichtig, die
Proben bei einer Fibrinogenkonzentration mit mindestens
200 pg/ml einzustellen. Am empfindlichsten auf niedrige
Fibrinogenkonzentration reagieren die Alpha-Winkel und
der A20-Wert sowohl fir INTEM als auch fur EXTEM (Abbil-
dung 3). Bei niedrigem Fibrinogenspiegel muss eine
deutliche Streuung dieser beiden Parameter in Kauf ge-
nommen werden.

C: Bewertung

In der Regel erfolgt die Auswertung gerinnungsphysiolo-
gischer Methoden nicht durch Vergleich der Teilnehmer-
ergebnisse mit Referenzwerten sondern es werden die
Reagenzien in einer Gruppe zusammengefasst, deren
Zielwerte und Streuungen eng beieinander liegen (con-
sensus based). Als Zielwert fiir alle Analyte wird der robus-
te Mittelwert (Algorithmus A nach DIN ISO 13528 [7]) ei-
nes Kollektivs verwendet.

Die Bewertungsbereiche fiir die ROTEM Messungen
wurden als Konsenswert (Median) + zweifache Standard-
abweichung festgelegt.

Zur besseren Einschatzung der eigenen Ergebnisse erhalt
jeder Teilnehmer einen individuellen Ergebnisausdruck,
der die Messungen im Gesamtkollektiv einordnet. In einer
Gesamtubersicht wird die Zusammenstellung aller Kollek-
tive dargestellt. Hier kbnnen neben den Variationskoeffi-
zienten auch die Bestehensquoten fiir die einzelne Probe
und die Gesamtbestehensquote ablesen werden (Abbil-
dung 4).

D: Unterschiede der verschiedenen TEG
Parameter

In jedem der vier dargestellten Ringversuche wurden zwei
Proben gemessen, die jeweils aus einem Normalplasma
und einem pathologischen Plasma zusammengestellt
waren. Das Normalplasma stammt von einem gesunden
Spender, wahrend die zweite Probe eine artifiziell patho-
logisch zusammengestellte Probe darstellt oder von ei-
nem oral antikoagulierten Spender stammt. Bei den
Proben A, C, F und G handelt es sich um die Normalplas-
men, Probe B ist artifiziell pathologisch und die Proben
D, E sowie H aus Plasmapools oral antikoagulierter Pati-
enten (Abbildung 5).

Deutlich héhere Messwerte zeigten sich bei den patholo-
gischen Proben im Vergleich zu den Normalplasmen bei
den CT-Messungen mit extrinsischer Aktivierung. Bei int-
rinsischer Aktivierung ergaben sich dagegen immer Werte
Uber 150 s, so dass sich die héhere Streuung der Mess-
werte dennoch in einem verhaltnismaRig niedrigen VK
auflerte (Abbildung 6). A 20-Werte und Alpha-Winkel
wurden unabhangig von Aktivierung und Probe am prazi-
sesten von allen Teilnehmern bestimmt (niedrige VK-
Werte).

Diskussion

Bei Erreichen des Zielbereichs der Ringversuche wird den
Teilnehmern ein Zertifikat ausgestellt, auf dem all dieje-
nigen Analyte aufgefiihrt sind, fUr die die Akzeptanzkrite-
rien des Ringversuchs erfullt sind. Eine Teilnahmebeschei-
nigung wird fir jeden Parameter erstellt, mit dem am
Ringversuch teilgenommen wurde.

Seit der Einfuhrung der Ringversuche fur Thrombelasto-
metrie bei Instand e.V. haben sich die Teilnehmerzahlen
mehr als verdoppelt. Das zeigt das grofde Interesse, die
allgemeinen Standards dieser Methode auf ein hdheres
Niveau zu heben und die damit verbundene Patientenver-
sorgung zu verbessern. Interne und externe Qualitatssi-
cherung stellen wichtige Meilensteine in diesem Prozess
dar.

Die Ringversuchsproben stellen sich aus Spenderplasma-
pools und speziell modifizierten Mangelplasmaproben
zusammen, um hohe und niedrige Messbereiche, wie sie
im klinischen Alltag auftreten kdnnen, abzudecken. Lag
der Fibrinogengehalt des Probenmaterials unter
200 pg/ml, streuten die Messergebnisse der Teilnehmer
in den Parametern A20 und Alpha-Winkel erheblich star-
ker. Dagegen ergaben Proben mit héherer Fibrinkonzen-
tration besonders bei den A20- und alpha-Grad-Werten
stabilere Ergebnisse unter allen Teilnehmern. Im Longitu-
dinalverlauf stellen sich die Messungen ebenfalls stabil
dar. Die relativ hohe Variabilitat der CT-Werte bleibt auch
mit hohen Fibrinogenkonzentrationen bestehen. Auch
die interne Qualitatskontrolle wird nach Herstellerangaben
mit lyophilisiertem Plasma durchgefihrt.
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Abbildung 3: Fibrinogenkonzentration gegen Variationskoeffizient; blau: CT, rot: A20, griin: Alpha-Winkel
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Abbildung 4: Ringversuchsergebnisse auf der Homepage von Instand e.V.

Uber die Dialogfenster (obere Reihe) kann zu den Parametern der einzelnen Ringversuche navigiert werden. Die Ergebnisse des
herausgesuchten Parameters werden in der unteren Tabelle dargestellt. RV: Ringversuchnummer; Prb: Probennummer; ZW:
Zielwert; Bew. Bereich: maximal und minimal Werte aller Teilnehmer; MW: Mittelwert; Vk: Variationskoeffizient; Anz: in die
Bewertung eingeschlossene Teilnehmerzahl; Quote: Bestehensquote.
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Abbildung 5: Messwerte der Ringversuche 2014 I-1V (A-D) mit jeweils zwei gemessenen Proben
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Abbildung 6: Vergleich der mittleren Variationskoeffizienten
(VKs) von acht Proben aus vier Ringversuchen

Da die Gerinnselbildungszeit (CFT) vom Einfluss der
Blutzellen mitbestimmt wird, ist sie als Kontrollparameter
bei lyophilisierten Plasmaproben nicht geeignet und wird
daher nicht bestimmt. Der A20-Wert (Gerinnselfestigkeit)
des Kontrollmaterials ohne zelluldre Anteile ist in etwa
vergleichbar mit der maximalen Gerinselfestigkeit (MCF)
einer Vollblutprobe. Eine verringerte Konzentration von
Vitamin K abhangigen Einzelfaktoren, simuliert durch oral
antikoaguliertes Spenderplasma, wirkt sich bei ausrei-
chender Fibrinogenkonzentration lediglich auf die Gerin-
nungszeit aus. Die Festigkeit des Gerinnsels bleibt unbe-
einflusst.

In der lyophilisierten Kontrollprobe sind keine zellularen
Anteile enthalten. Damit ergibt sich ein wesentlicher Un-
terschied zwischen Kontrollmaterial und frischer Probe.
Eine Sonderheit der Thrombelastometrie im klinischen
Einsatz ist auch, dass in der Regel frische Proben einge-
setzt werden. Dies kann sowohl im frischen als auch im
citrierten Vollblut geschehen.

Lyophilisierte Plasmaproben in den EQCs bringen eine
gute Vergleichbarkeit zu den vom Hersteller vorgesehenen
internen Qualitatskontrollen. Die zusatzliche Verwendung
einer Zitratvollblutprobe wirde eine Anndherung an die
Jlike-versus-like“ Anforderungen ermoglichen. Eine tber
einen ausreichenden Zeitraum stabile Herstellung ist bis
jetzt nicht gelungen.

Fazit

Valide EQC sind mit lyophilisiertem Kontrollmaterial, das
analog der internen Qualitatskontrollen eingesetzt wird,
moglich. Das in der Routine eingesetzte Vollblutmaterial
kann nicht vollstandig in Ringversuchen abgebildet wer-
den.
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