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1. Einleitung

Labordiagnostische Analysen dienen der Verifizierung oder Falsifizierung einer Verdachts-
diagnose, helfen bei der Differentialdiagnose, ermoglichen Prognosen und konnen die Ver-
laufskontrolle objektivieren.

B Dabei ist ein valides Analysenergebnis zwar Basis einer
lagnose — Prognose . . . . . .
f richtigen Diagnose, reicht aber allein nicht aus, um o. g.
| Ziele zu erreichen. Hierzu muss es aus der technischen,
iiber die biologische, auf die nosologische Ebene geho-
I ben werden (Abb. 1).

Nosologische Ebene — Gutachten
| Aufder biologischen Ebene wird das Patientenergebnis

| mit den fiir eine entsprechende Kontrollgruppe ermit-
| telten Kontrollwerten verglichen. Man bezeichnet die-
Biologische Ebene — Befund sen Vorgang auch als Transversalbeurteilung eines
| Analysenergebnisses. Wahrend hierfiir in der Vergan-
| genheit vor allem sog. Normalwerte und Normbereiche
[ verwendet wurden, sind heute Referenzwerte und Refe-
Technische Ebene — Analysenergebnis  renzintervalle international akzeptierte und etablierte
| Bezugssysteme [1-3].
Probe und Analytik

Abb. 1. Die Evolution eines Analysenergebnisses zur Diagnose (Grafik aus [3] modifiziert).

Kenntnisse zu diesen Bezugssystemen sind auch in der Toxikologie erforderlich, weil klinisch-
chemische Befunde nicht selten Eingang in Gutachten finden. Als Beispiele seien genannt: die
Glukosekonzentration im Plasma und die HbA1C-Konzentration im EDTA-BIlut als Diabetes-
marker in der Fahreignungsbegutachtung [4,5] und das Kohlenhydrat-defiziente Transferrin
im Serum als Marker fiir chronischen Alkoholmissbrauch [5]. Die vorliegende Arbeit soll in
die beiden grundlegenden Transversalbezugssysteme, das Normalwertkonzept und das Refe-
renzwertkonzept einfiihren.

2. Normalwertkonzept — Normalwerte und Normalbereiche

Eine sehr treffende ,,Definition” des Normalwertes gibt Gréisbeck in [2]: ,,Normal values
come from young, mostly female technicians, a few medical students and one old professor,
all walking about. These values are then used to evaluate data from old, bedridden patients,
examined at odd hours of the day*. Nach Stamm [3] ist der ,,Normalbereich [jener] Konzen-
trationsbereich, in dem die Analysenergebnisse gesunder «normaler» Personen zu erwarten
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sind“. Dabei wird zumeist die sog. 95. Perzentile der Messwerte eines ,,Normalkollektivs*
ermittelt. In anderen Worten: 95% der Messwerte eines Normalkollektivs liegen im Normal-
bereich. Die Grenzen des Normalbereichs bilden die 2,5te und 97,5te Perzentile der Messergeb-
nisse fiir Analyte, fiir die erniedrigte und erhdhte Werte diagnostische Bedeutung haben (z. B.
Glucose im Serum) bzw. die Nullte und 95te Perzentile fiir Analyte, fiir die nur erh6hte Werte
diagnostisch relevant sind (z. B. CDT in Serum) [5].

Die Mingel des Normalwertkonzeptes sind vielfdltig. Tatsdchlich sagen ,,die meisten Samm-
lungen von Normalwerten nichts [dariiber] aus* [3], wie sie ermittelt wurden. Die experi-
mentellen Ansédtze von Normalwertstudien sind oft zu wenig detailliert beschrieben und statis-
tisch unzureichend ausgewertet: Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Gruppe der ,,Normalen*
sind nicht oder mangelhaft definiert oder nicht konsequent umgesetzt, praanalytische Bedin-
gungen kaum beachtet, Analysenmethoden nicht ausreichend validiert und untereinander
nicht vergleichbar und die Anzahl der Probanden zu niedrig, um zuverlissige statistische Aus-
sagen treffen zu konnen [3]. Ein klassisches Beispiel hierfiir sind altersabhingige Normbereiche
von Kindern, die nicht selten, aus nachvollziehbaren Griinden des Patientenschutzes, auf
Probandenzahlen im einstelligen Bereich beruhen.

Im Ergebnis liegen fiir denselben Analyten in derselben Matrix differierende Normalbereiche
vor, die die Diagnostik und Longitudinalkontrolle von Patienten erschweren, z. B. bei deren
Wechsel von einer stationdren in eine ambulante medizinische Einrichtung. Normalbereiche
sollen deshalb durch Referenzwerte und Referenzintervalle ersetzt werden [1-3].

3. Referenzwertkonzept — Referenzwerte und Referenzintervalle

Das von Grisbeck und Saris im Jahr 1969 [6] vorgeschlagene und spiter unter Leitung der
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) ausgearbeitete Referenzwertkonzept
wurde in 6 Teilen auf circa 40 DIN A4

Referenzindividuen Seiten als ,,Approved Recommendations®

bilden eine . :
Referenzpopulation beschrieben [7-12]. Der folgende Beitrag

ST S R e kann deshalb nur in das Referenzwert-
Referenzstichprobe konzept einfiihren, ohne Details zu disku-
bei der bestimmt werden tieren. Dazu sei auf die durchaus lesens-
Referenzwerte , o werten IFCC Empfehlungen verwiesen.
bei denen gepruft wird eine
Referenzverteilung
aus der berechnet werden
Referenzgrenzen
. durch die definiert wird ein Abb. 2. Wichtige Begriffe im Referenzwert-
Referenzintervall konzept (nach [3,7]).

3.1. Referenzindividuen — Referenzpopulation — Referenzstichprobe

Die Referenzindividuen bilden eine Referenzpopulation, die aus allen hypothetisch moglichen
Individuen besteht, die alle Ein- und Ausschlusskriterien erfiillen. Da diese Individuen und
deren Anzahl gewdhnlich unbekannt sind und in einer Studie nicht untersucht werden konnen,
wird aus der Referenzpopulation eine reprasentative Stichprobe gezogen (Abb. 2).

In anderen Worten: In der Versuchsplanung wird eine statistisch aussagekréftige Individuen-
zahl festgelegt und in der Studie untersucht [3,7]. Um mdglichst représentative und von Labor
zu Labor transferierbare Referenzintervalle zu erhalten, soll die Auswahl der Referenzindivi-
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duen (,,Kontrollpersonen®) anhand klar definierter und gut dokumentierter Ein- und Aus-
schlusskriterien erfolgen. Eine a priori Selektion ist dabei einer a posteriori Auswertung vor-
handener Analysendaten aus gro3en Patientengruppen vorzuziehen [7].

Die Ein- und Auschlusskriterien werden abhéngig vom Ziel der Studie und ggf. basierend auf
fritheren Studien definiert. Sie umfassen sog. ,,unveridnderliche, unbeeinflussbare Einfluss-
groflen” wie Alter, Geschlecht, Rasse und sog. ,,verdnderliche, beeinflussbare Einflussgrof3en
wie Korpermasse und -groBe (zur Feststellung von Ubergewicht), Nahrungskarenz, Fitness u.
a. [3]. Ausschlusskriterien sind zumeist organische und/oder psychische Grunderkrankungen,
Medikamenteneinnahme, Drogen- und Alkoholmissbrauch, Schwangerschaft, exzessive korper-
liche Aktivitdt, Nahrungsaufnahme unmittelbar vor Blutabnahme etc. [3,7,8].

Gewdhnlich wiirde man unter Referenzindividuen gesunde Probanden im Sinn des Wortes
verstehen. Dies suggerieren auch die hier nur beispielhaft genannten Ausschlusskriterien.
Nach dem Referenzwertkonzept definiert sich der Zustand ,,gesund“ aber nicht in diesem
Sinn, sondern durch das Ziel der Referenzbereichsstudie [8]. Das heifit zum Beispiel, dass
eine alkoholabstinente Schwangere als Referenzindividuum in eine Referenzbereichsstudie
zur Ermittlung des Referenzintervals filir einen von einer Schwangerschaft unabhingigen
Alkoholabstinenzmarker einbezogen werden kann. Es kann auch eine Medikation erlaubt
sein, wenn diese nicht unmittelbar oder indirekt den Zielanalyten beeinflusst. Dies muss dann
entsprechend begriindet und dokumentiert werden.

Von groBer Bedeutung fiir die Validitdt und damit die Transferierbarkeit eines Referenzinter-
valls ist die praanalytische Phase. Man fasst darunter gewdhnlich die Patientenvorbereitung,
Probennahme und -aufbereitung und den Probentransport zusammen [3]. Nach den IFCC
Empfehlungen Teil 3 [9] ist eine Vielzahl von Faktoren zu beachten und moglichst zu stan-
dardisieren. Fiir die Patientenvorbereitung vor der Probennahme: Nahrungsaufnahme (Menge,
Zeit), Menge und Art pharmakologisch aktiver Substanzen (Alkohol, Nicotin, Coffein, Phar-
maka mit Art, Menge, Einnahmerhythmen), Synchronisation des Tagesablaufes (Wach- und
Schlafphasen), korperliche Aktivitdt (Schwere und Dauer), mentaler Stress. Fiir die Proben-
nahme: Umweltbedingungen (Temperatur, Feuchtigkeit, geografische Hohe), Tageszeit (ab-
solut und relativ zu Nahrungsaufnahme und Schlafperiode), Jahreszeit, Korperlage (liegend,
sitzend, stehend), Probenmaterial (Blut arteriell oder vends, Urin etc.), Probennahmestelle,
Desinfektionsmittel, Art der Blutflussanregung, Entnahmebesteck, Blutsammlungsart (ziechend
oder freier Fluss). Fiir die Probenaufbereitung und den Probentransport: Gerinnungsaktivator
und Gerinnungszeit, Zentrifugations- und Transportbedingungen).

3.2. Referenzverteilung — Referenzgrenzen — Referenzintervall

Eine représentative Stichprobe (IFCC Empfehlungen Teile 1-3 [7-9]) und eine valide Analytik
(IFCC Empfehlung Teil 4 [10]) vorausgesetzt, miissen die Messergebnisse statistisch auf
Normalverteilung untersucht, Referenzgrenzen berechnet und Referenzintervalle abgeleitet
werden (IFCC Empfehlung Teil 5 [11]). Auch hierzu wurden verschiedene Modelle und Ver-
fahren beschrieben. Aus Platzgriinden sei auf die Originalliteratur verwiesen und hier die am
weitesten verbreitete Vorgehensweise kurz erwéahnt [11]:

Nach internationaler Ubereinkunft reflektieren Referenzintervalle das zentrale Segment mit
95% der Messergebnisse aus der Referenzstichprobe. Die 2,5te und 97,5te Perzentile der
Messwerte bilden die Referenzintervallgrenzen [11] (Abb. 3). Sie sind Bestandteil des Refe-
renzintervalls. Modifikationen, entsprechend den diagnostischen Erfordernissen, sind moglich.
Das Referenzintervall fiir CDT oder einige Tumormarker umfasst, wie im Normwertkonzept,
die Nullte bis 95te Perzentile, weil erniedrigte CDT- oder Tumormarkerwerte bisher ohne
diagnostische Bedeutung sind.
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4. Sogenannte Befundkranke

Wenn nur 95% der Messergebnisse der Referenzstichprobe das Referenzintervall bilden, lie-
gen 5% der Messwerte der gesunden Referenzindividuen aufBlerhalb des Referenzintervalls,
2,5% unterhalb der 2,5ten Perzentile (= untere Referenzintervallgrenze) und 2,5% oberhalb
der 97,5ten Perzentile (= obere Referenzintervallgrenze). Das heif3t, ein Teil, ndmlich insge-
samt 5%, der eigentlich Gesunden wéren als krank zu betrachten [13]. Man spricht hier auch
von sog. Befundkranken [3]. (Analoges galt auch im Normalwertkonzept.)

Messwerte vom Referenzkollektiv aufsteigend sortiert Messwerte vom Referenzkollektiv aufsteigend sortiert
/’__’ |l I
. g - |
Referenzintervall mit Referenzintervall mit -
2,5ter Perzentile 97,5ter Perzentile Nullter Perzentile 95ter Perzentile
— B —————— —
. als Referenzintervallgrenzen
als Referenzintervallgrenzen
—] — — —
Befundkranke Befundkranke Graubereich

Abb. 3. Ableitung eines Referenzintervalls aus den Messwerten einer Referenzstichprobe. Hierzu werden die
Messergebnisse in aufsteigender Reihenfolge sortiert und 2,5 Prozent der Messergebnisse am unteren Ende und
2,5 Prozent der Ergebnisse am oberen Ende der Datenreihe ausgeklammert. Die 2,5te und 97,5te Perzentile bil-
den die Referenzintervallgrenzen fiir Parameter fiir die erniedrigte und erhohte Messergebnisse diagnostisch
relevant sind (links). Die Nullte und 95te Perzentile sind die Referenzintervallgrenzen fiir Parameter fiir die nur
erhohte Messwerte diagnostisch bedeutsam sind (rechts). Der Anteil Befundkranker kann durch Einfithrung
eines Graubereiches reduziert werden, der sich z. B. an der analytischen Unprézision des Analysenverfahren
orientieren kann. Messwerte im Graubereich bediirfen gewohnlich einer besonders sorgfiltigen Interpretation.

Aufgrund dieser Uberlegungen kénnen Analysenergebnisse auBerhalb des Referenzintervalls
und isoliert betrachtet, nicht pathognomonisch sein. Stattdessen ist fiir eine valide Interpreta-
tion eines Laborergebnisses immer eine Zusammenschau aus Anamnese, Klinik und (weiteren)
Labordaten erforderlich.

5. Resiimee und Ausblick

Die unter Punkt 3.1. vorgestellten Ein- und Ausschlusskriterien und deren Komplexitit sind
ein héufig kritisiertes Element im Referenzwertkonzept [14]. Bei Beachtung aller Selektions-
kriterien fiir die Referenzindividuen ldsst sich kaum eine reprisentative Referenzstichprobe
zusammenstellen. Deshalb werden a posteriori (retrospektive) Ansétze, wie in [14,15] beschrie-
ben, immer wieder und jiingst auf der Jahrestagung der Deutschen Vereinten Gesellschaft fiir
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin (DGKL) als praktikablere Alternative zu den a
priori Studienmodellen diskutiert [16]. Allerdings bendtigt man hierfiir Daten von groflen
Patientenkollektiven, die kleineren Laboren gewohnlich nicht zur Verfiigung stehen.

Fiir die von Akkreditierungs- und Zertifizierungsstellen geforderte laborinterne Referenz-
intervalliiberpriifung bei Aufnahme eines Analyten in das Analysenspektrum des Labors oder
bei Modifikation eines im Labor schon etablierten Testverfahrens konnte das vom Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) beschriebene Verfahren C28-A3 [17] eine prakti-
kable Alternative sein, auch fiir kleine Laboratorien mit vglw. geringen Analysenzahlen.
Danach ist es ausreichend, Referenzwerte von 20 Referenzindividuen zu ermitteln und diese
mit dem vom Testhersteller empfohlenen Referenzintervall oder entsprechenden Literatur-
daten zu vergleichen. Liegen maximal 2 Referenzwerte (Messergebnisse) auBlerhalb des emp-
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fohlenen oder intendierten Referenzintervalls, kann dieses iibernommen werden. Liegen 3
oder 4 Messwerte aullerhalb, miissen 20 weitere Referenzindividuen untersucht und deren
Messergebnisse mit dem avisierten Referenzintervall verglichen werden. Bei dariiber hinaus
gehenden Abweichungen ist das empfohlenen Referenzintervall nicht reprédsentativ fiir das
eingesetzte Analysenverfahren und darf deshalb nicht zur Transversalbeurteilung im Befund
berichtet werden [17].

Das von der IFCC beschriebene Referenzwertkonzept gilt heute als universeller Standard der
Laboratoriumsdiagnostik. Und trotzdem bleibt hdufig unklar, ob im Laborbefund ein ,,echtes*
Referenzintervall oder nicht doch ein eher ,traditioneller Normalbereich ausgewiesen ist.
Hierzu fehlen gewohnlich die Detailinformationen, die sich in einem Befund kaum darstellen
lassen (und von den behandelnden Arzten der Ubersichtlichkeit eines Befundes halber wenig
erwiinscht sind).

Ein Ausweg konnten intraindividuelle Referenzwerte oder -intervalle sein. Dabei werden
fiir jedes Individuum (am besten von Geburt an) Labordaten erhoben, deren Verlauf doku-
mentiert und bei Bedarf mit einem aktuellen Analysenergebnis verglichen [18]. Der Anstieg
einer Tumormarkerkonzentration im Blut konnte dann mglw. sehr friihzeitig auf die Ent-
wicklung eines Tumors hinweisen. Der Ansatz ist durchaus elegant: Jeder Patient ist sein
eigenes Bezugssystem, seine eigene Referenzstichprobe, die hier nur aus dem Patienten selbst
besteht. Bedenkt man aber, dass die Lebensdauer eines Deutschen derzeit bei ca. 80 Jahren
liegt und es entsprechend stabiler Analysensysteme mit Inter-Assay-Unprizisionen innert acht
Dekaden unterhalb der biologischen Variation des Laborparameters bedarf, erscheint eine
breite Verwendung individualisierter Referenzintervalle als unwahrscheinlich. Datenschutz
und Kostengriinde konnten weitere Argumente gegen dieses Konzept sein.

Die in der Toxikologie und Arbeitsmedizin oft verwendeten Entscheidungsgrenzen (syn.
Grenzwerte, Cut-offs) sind von den Referenzwerten und Referenzintervallen abzugrenzen. Sie
sollen Gegenstand eines kommenden Beitrages sein.
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