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1 Anwendungsbereich und Zweck

Die Zentrifugationsmethode zur Bestimmung des Volu-
menanteils der nativen Erythrozyten im Blut dient der
Ermittlung von Zielwerten fiir Vergleichsmessungen im
Rahmen von Ringversuchen und fir die Einstellung/Kali-
brierung von Blutanalysesystemen.

Die Einhaltung der Anforderungen dieser Norm soll eine
Vergleichbarkeit der MeBergebnisse, insbesondere auch
der sich aus dem Volumenanteil der Erythrozyten abgelei-
teten GroBen wie dem mittleren Erythrozytenvolumen
(MCV) und der mittleren Hamoglobinkonzentration in den
Erythrozyten (MCHC), sicherstellen.

2 Begriffe

2.1 Volumenanteil der Erythrozyten
(auch: Hamatokrit 1))

Der Volumenanteil der Erythrozyten ist das Verhaltnis von
Volumen der Erythrozyten zum Volumen des Blutes.

2.2 Mittleres Erythrozytenvolumen (MCV)
(En: mean corpuscular volume)

Das mittlere Erythrozytenvolumen ist das Verhdltnis des
durch Zentrifugation bestimmten Volumenanteils der Erythro-
zyten im Blut zur Erythrozytenkonzentration im Blut (Zentri-
fugationshamatokrit/Erythrozytenkonzentration in fL).

ANMERKUNG: Andere Bestimmungsmethoden fir
das MCV miissen bei Angabe des MCV kenntlich
gemacht werden. )

3 Referenzmethode

Die Referenzmethode zur Bestimmung des Volumenanteils
der nativen Erythrozyten im Blut ist die Zentrifugationsme-
thode nach den Anforderungen dieser Norm. Hierbei wer-
den die Erythrozyten in einer Glaskapillare mitteis Zentrifu-
gation abgesondert und dicht gepackt.

3.1 MeBgroBe und Einheit

Die MeBgroBe ist das Verhaltnis vom Volumen der Erythro-
zyten zum Volumen des Blutes.

ANMERKUNG: Diese MeBgroBe wird durch einen
unvermeidbaren Fehler beeinfluBt: Von den (nach
der Zentrifugation dicht gepackten) Erythrozyten
wird Plasma eingeschlossen, das bei Blut von ge-
sunden Probanden bis 3 % des Volumenanteils aus-
machen kann (durchschnittlich etwa 2 %).

Die Einheit der MeBgroBe ist L/L=1.

3.2 Gerite
3.2.1 Glaskapillaren

Glaskapillaren fiir die Hamatokritbestimmung mussen die
Anforderungen nach DIN 12846 erfiillen.

3.2.2 Hochtourige Laborzentrifugen

Laborzentrifugen mit Aufsatz zur Aufnahme von Hamato-
kritkapillaren miissen die Anforderungen nach DIN 58970-1
erfiillen. Die auf die Erythrozyten einwirkende relative Zen-
trifugalbeschleunigung (RZB)2) muB an der Grenzflache
“buffy coat”/Plasma mindestens 5000 betragen. Zentri-
fugen zur Durchfiihrung von Referenzmessungen fiur den
Zentrifugationshamatokrit miissen Markierungen aufwei-
sen, an denen ersichtlich ist, bis zu welcher Héhe eine
Hamatokritkapillare maximal gefiillt werden darf.

3.2.3 Strichmafistdabe

Es missen StrichmaBstdbe mit einer Teilung verwendet
werden, die die Ablesung der Lange der Blut- und Erythro-
zytensdule mit einer relativen MeBunsicherheit von hoch-
stens 0,3 % erlauben.

3.3 Probenahme und Proben

Es missen die prdaanalytischen EinfluBgroBen und Storfak-
toren (siehe auch DIN 58936-8) auf die Bestimmung des
Volumenanteils der Erythrozyten bekannt sein und beriick-
sichtigt werden, wie z. B.von zu langem Stauen derVene bei

1) Siehe Erlauterungen
2) Begriff siehe DIN 58970-1
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der Blutentnahme, der EinfluB des Antikoagulans, eines
Stabilisators oder des Probentransports. Infektiologische
Schutzvorkehrungen sind einzuhalten.

Referenzmaterial ist das Blut von gesunden Spendern.
Zur Bestimmung des Referenzwerts des Volumenanteils
der Erythrozyten wird Frischblut bei der Abnahme nur mit
K,EDTA (1,4 bis 1,6 mg/mL) als Antikoagulans versetzt. Ein
Fliissigkeitsvolumen von K,EDTA-L&sung muB gegebenen-
falls beriicksichtigt werden. Frischblutproben missen in-
nerhalb von 4 h nach der Entnahme (Lagerung bei
(21 + 3)°C) untersucht werden.

ANMERKUNG 1: Blutproben von Spendern mit
Erythrozyten-/Hamoglobinanomalien, die insbe-
sondere die Form und/oder Verformbarkeit der Ery-
throzyten betreffen (z.B. Akanthozytosen, Sichel-
zellenandmien, erhohter Hémoglobin F-Anteil), sind
nicht als Referenz- bzw. Probenmaterialien im Rah-
men dieser Referenzmethode geeignet. Der Anteil
des eingeschlossenen Plasmas kann in diesen Pro-
ben bis zu 20% betragen [1].

Bei Blutproben von gesunden Spendern, die zur Konservie-
rung und Stabilisierung nicht mit K,EDTA oder nicht mit der
oben genannten Menge an K,EDTA und/oder mit anderen
Wirkstoffen versetzt wurden, muB der EinfluB dieser Zu-
sédtze im Vergleich zu Blutproben, die mit K.EDTA nach dieser
Norm versetzt wurden, untersucht und gegebenenfalls die Ab-
weichung angegeben werden. Dies gilt auch fiir den EinfluB
spezieller physikalischer Behandlungen der Probe. Bei Pro-
ben, die nicht nach dieser Norm ungerinnbar gemacht und/
oder einer speziellen physikalischen/chemischen Behand-
lung unterzogen wurden, darf wahrend der gesamten Haltbar-
keitsdauer (siehe auch DIN 58934-1) der Volumenanteil der
Erythrozyten nicht mehrals + 3 % vom Referenzwert abwei-
chen. Eine groBere Abweichung deutet auf verdnderte phy-
sikalische Eigenschaften der Erythrozyten hin.

ANMERKUNG 2: Konservierte und stabilisierte
Blutproben, die z.B. im Rahmen der externen und
internen Qualitdtssicherung eingesetzt werden,
diirfen zur Kontrolle, jedoch nicht zur Kalibrierung/
Einstellung von Impedanz- bzw. lichtoptischen
hamozytometrischen Analysensystemen verwen-
det werden. Ringversuchsveranstalter und Kontroll-
bluthersteller miissen, wenn Ausnahmen von dieser
Regelung maglich sind, darauf hinweisen.

3.4 Durchfiihrung der Referenzmethode

Die Referenzmethode sollte bei einer Raumtemperatur von
(21 + 3)°C durchgefiihrt werden. Die genaue MeBtempera-
tur muB protokolliert werden. Die Blutprobe ist ohne
Schaumbildung durch Inversionsmischer (sogenannte Uber-
kopfmischer) oder 180°-Schaukelmischer zu mischen. Rol-
lenmischer diirfen wegen der auftretenden Entmischung
der zelluliren Komponenten nicht verwendet werden.
Zur Ermittlung eines Referenzwertes miissen mindestens
5 Messungen mit der gleichen Blutprobe durchgefiihrt
werden.

Nach Fiillung der 75 Millimeter langen Glaskapillare nach
Abschnitt 3.2.1 mit Blut (Fullhdhe etwa 65 mm) wird
das nicht mit Blut benetzte Kapillarende mittels eines
0O,-Brenngas-Mikrobrenners unter Drehung der Glaskapil-
lare (Elektromotor mit Drehzahlen von 300 bis 500 min~")
so verschlossen, daB der innere Kapillardurchmesser sich
nicht verandert und das Ende des Lumens einen flachen
AbschluB (Lupenpriifung, siehe Bild 1) aufweist. Beim Zu-
schmelzen der Glaskapillare diirfen keine Verbrennungs-
riickstdnde entstehen. Die Zentrifugation sollite unmit-
telbar nach der Kapillarfiillung erfolgen, da autolytische
Reaktionen den pH-Wert des Blutes und damit das Erythro-
zytenvolumen verdndern kénnen. Die Glaskapillare wird so
lange zentrifugiert, bis das Produkt aus der minimalen auf

die Erythrozyten einwirkenden relativen Zentrifugalbe-
schleunigung (RZB > 5000) und dem Zahlenwert der Zen-
trifugierzeit in Minuten mindestens 100 000 betréagt. So be-
tragt z.B. bei einer RZB von 5000 die Zentrifugierzeit
20 min. Lange Anlaufzeiten miissen voll beriicksichtigt
werden, Auslaufzeiten bleiben unbericksichtigt.

ANMERKUNG 1: Bei langeren Zentrifugationszei-
ten (bis 30 %) wird keine meBbare Veranderung des
Hamatokritwerts beobachtet.

Die Ladnge der Gesamtblutsdule und die Lénge der entstan-
denen Erythrozytenséule g,y werden unter einer Lupe mit
einem StrichmaBstab nach Abschnitt 3.2.3 oder mit gleich-
wertigen Methoden, die auf ein nationales Normal zuriick-
zufiihren sind, bestimmt. Dabei gelten als Bezugspunkte
die Grenzflache Glas/Erythrozytensediment (A), Erythrozy-
tensediment/“buffy coat” (Gemisch aus Leukozyten und
Thrombozyten) (B) und Plasma/Luft (C) (Tangente am
unteren Meniskus) (siehe Bild 1).

ANMERKUNG 2: Die Grenze zwischen Erythrozyten-
sediment und “buffy coat” darf nur mit weiBem
Durchlicht ermittelt werden, um die Ableseunsicher-
heit insbesondere bei hohen Leukozytenkonzen-
trationen (sogenanntes Eisbergphdnomen) mog-
lichst gering zu halten. Blutproben mit einer hohen
Leukozytenkonzentration (> 8- 10%/L) durfen zur
Kalibrierung des Volumenanteils der Erythrozyten
in MeBgeraten nicht verwendet werden.

ANMERKUNG 3: Da die Grenzflache zwischen
den Zellen und dem Plasma durch horizontale Lage-
rung der Glaskapillare schon nach 15 min unscharf
werden kann, ist die Lagerung in vertikaler Position
und die Messung der Liange der Blut-und Erythrozy-
tensdule innerhalb der ersten Stunde nach Zentri-
fugation bei Referenzmessungen notwendig. Der
Anteil des eingeschlossenen Plasmas am Volumen-
anteil der Erythrozyten betrdgt bei Durchfiihrung
dieser Referenzmethode etwa 1,5 bis 2 %.

/Ery

Bild 1: Mit Blut gefiillte Glaskapillare
nach der Zentrifugation
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