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Die Kunst Referenzintervalle zu definieren

Die eigentliche Bedeutung von
"Referenzintervallen" und ihre Aufgabe

Ein isoliertes Ergebnis ist fur sich betrachtet nicht sehr aussage-
kraftig. Erst im Vergleich mit anderen Werten kénnen Schluss-
folgerungen gezogen werden. Ein Vergleich mit den fritheren
Ergebnissen desselben Patienten zeigt, ob der Wert stagniert,
steigt oder fallt. Ein Vergleich mit Werten gesunder Personen
erlaubt eine Einschatzung, ob der Wert im typischen Bereich fir
gesunde Personen liegt oder nicht. Ein Vergleich mit Entscheidungs-
grenzen ermdglicht eine Beurteilung, ob weitere medizinische
MaBnahmen indiziert sind.

Referenzindividuen

Referenzeinzelwerte

Der fur Gesunde typische Bereich wird als Referenzintervall
bezeichnet. Er wird oft auch "Normalbereich" genannt. Aber
was ist "normal"? Laborergebnisse kdnnen durch eine Reihe von
Parametern beeinflusst werden, von Alter und Geschlecht bis
hin zu Erndhrungsgewohnheiten (mehr dazu weiter unten). Wenn
man Uber das Referenzintervall spricht, ist es wichtig zu wissen,
worauf es sich bezieht. Ist die Referenzpopulation tatsachlich
vergleichbar? Nur wenn dies der Fall ist, ist ein Referenzintervall
auf eine bestimmte Person anwendbar.
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Abb. 1 Definitionen

* Uberarbeitung des im April 2015 verdffentlichten Originalartikels
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Voraussetzungen fiir die Bestimmung
von Referenzintervallen

Per Definition besteht die Referenzpopulation aus allen Referenz-
individuen. Im besonderen Falle kann dies ausschlieRlich die
Patientin/der Patient selbst mit seinen Vorwerten sein. Oftmals
handelt es sich jedoch um groRe Populationen, bei denen das re-
prasentative Probenkontingent leicht zum Hindernis werden kann.
Es konnen viele Kriterien (Alter, Geschlecht, Ethnie, Gesundheits-
zustand ...) herangezogen werden, um eine Referenzpopulation
weiter zu definieren. Wenn bekannt ist, dass Messwerte z.B. in
Abhéngigkeit vom Alter oder Geschlecht unterschiedlich sind,
werden Untergruppen aus Referenzindividuen erforderlich; auch
koénnen z.B. Patientengruppen, die an einem bestimmten Krank-
heitsbild leiden, als sinnvolle Referenzpopulation fiir einzelne
Patientinnen und Patienten mit dieser Krankheit dienen. Diese
speziellen Referenzwerte sind z. B. hilfreich bei der Remission
einer akuten Leukamie, nach einer Knochenmarktransplantation
oder wahrend einer Schwangerschaft. Die am haufigsten ver-
wendeten Referenzwerte stammen erwartungsgemaR aus einer
gesunden Population. Hierbei stellt sich jedoch die Schwierigkeit,
"gesund" zu definieren. Es gibt keine klaren Kriterien, "kranke"
Personen aus einer Referenzpopulation zu eliminieren.

Gern wird auf vermeintlich "gesunde" Referenzgruppen wie Blut-
spendende, junge Arztinnen und Arzte, Krankenschwestern und
Pfleger, MTLs, MTRs und Medizinstudentinnen und Studenten
zurlickgegriffen. Fur solche leicht zuganglichen Referenzgruppen
hat sich jedoch gezeigt, dass deren Ergebnisse von der Gesamt-
population signifikant verschieden und damit nicht reprasentativ
sind. Eine klare Beschreibung der Prozedur fir die Bestimmung
der Referenzpopulation ist n&tig, damit die Referenzwerte brauch-
bar sind:

1. Die Messungen eines Erkrankten missen mit den fir ihn
geltenden Referenzintervallen verglichen werden. Dieselben
Referenzintervalle kdnnen nicht fir unterschiedliche Zwecke
verwendet werden (z. B. physiologische Studien bei Sportler-
innen und Sportlern oder Uberwachung der Behandlung eines
bestimmten Krankheitszustands), daher muss die Beschreibung
den Zweck der Referenzintervalle enthalten.

2. AuRerdem sind die Kriterien zu erldutern, nach denen Individuen
in die Referenzpopulation aufgenommen oder aus ihr ausge-
schlossen werden. Wenn die Population in Untergruppen
unterteilt werden muss (z. B. nach Alter oder Geschlecht),
mussen diese Merkmale fiir jede Referenzperson bekannt sein.

3. Die Referenzindividuen sollten immer so vergleichbar wie
moglich mit dem Erkrankten sein, fir den die Referenzintervalle
verwendet werden sollen.

Die wichtigsten Faktoren, von denen bekannt ist,
dass sie die Referenzintervalle beeinflussen, und die
moglicherweise beriicksichtigt werden miissen, sind:

m Geschlecht, Alter, ethnische Zugehdorigkeit,
sozialer Status und Beruf, Umweltbedingungen
Erndhrungszustand

m Die Umstdnde der Probenentnahme

Zu den Faktoren, die zu unterschiedlichen
Referenzintervallen in der Himatologie fiihren
kénnen, gehoéren:

m Préanalytische Logistik, Alter der Probe
m Transport
m Exposition gegentiber Hitze

m Unterschiedliche Erndhrungsgewohnheiten
m Eisenstatus
m Dehydrierung

m Unterschiedliche kérperliche Aktivitat

m Starke Unterschiede in der Hohe tiber dem Meeresspiegel

B Exposition gegentiber bestimmten Chemikalien aufgrund
von Arbeit, Umweltverschmutzung, Rauchen usw.

B Andere

Abb. 2 Faktoren, die Referenzintervalle in der Himatologie beeinflussen kénnen.

Verfahren zur Bestimmung der anwendbaren
Referenzintervalle

Angesichts dieser Vielzahl von Faktoren kann sich die Frage stellen,
wie flr bestimmte Erkrankte anwendbare Referenzintervalle sicher-
gestellt werden kénnen. Die einfachste und von der International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)
[3, 8] empfohlene Methode ist eine unabhangige Erhebung der
Referenzintervalle durch das Labor. Dazu werden geeignete Referenz-
gruppen (z.B. eine Gruppe von Médnnern und eine Gruppe von
Frauen) aus einer geeigneten Referenzpopulation ausgewahlt. Jede
untersuchte Gruppe sollte nach Ausschluss von Probanden, die
die Einschlusskriterien nicht erfiillen, mindestens 120 Probanden
umfassen.

Um Proben von Personen auszuschlieRen, die fiir die Referenz-
gruppe nicht geeignet sind - z. B., weil sie Medikamente einnehmen,
die die zu untersuchenden Messergebnisse beeinflussen, oder weil
sie eine ungewdhnliche Diat einhalten -, ist ein entsprechender
Fragebogen nitzlich, wie er in der Clinical and Laboratory Standards
Institute CLSI/IFCC Empfehlung C28-A3, Seite 10-11, zu finden ist.
Das Referenzintervall wird dann als der Bereich definiert, in dem
sich 95% der von den Probanden ermittelten Ergebnisse befinden.
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Wenn ein Parameter sowohl pathologisch erhéhte als auch
erniedrigte Werte aufweisen kann, wie dies bei den meisten
hamatologischen Parametern der Fall ist [6-8], werden sowohl
die oberen 2,5% als auch die unteren 2,5% der Werte verworfen
und der verbleibende Bereich wird als Referenzintervall verwendet.
Wenn das Messergebnis nur pathologisch erhoht sein kann, aber
keine zu niedrigen Werte annehmen kann, werden die oberen 5%
der Werte verworfen, um das Referenzintervall zu erhalten. Es
gibt auch eine Methode zur Berechnung auf der Grundlage von
nur 80 Probanden, die jedoch mathematisch komplexer ist (siehe
Abb. 4). Werden verschiedene Untergruppen betrachtet, z.B.
Manner und Frauen, kénnen die erhaltenen Werte daraufhin unter-
sucht werden, ob ein statistisch signifikanter Unterschied besteht.
Wenn dies nicht der Fall ist, kdnnen die Werte zu gemeinsamen
Referenzintervallen zusammengefasst werden.

Allerdings werden sowohl 80 als auch 120 Probanden oft als
nicht vertretbarer Arbeitsaufwand erachtet, insbesondere wenn
mehrere Untergruppen betrachtet werden, fir die dann jeweils
80 oder 120 Probanden erforderlich sind.

Die oben beschriebene Methode zur Bestimmung von
Referenzintervallen wird als "nicht-parametrische Methode"
bezeichnet. Es werden auch parametrische Methoden ver-
wendet. Diese bestimmen ein Referenzintervall durch eine
Berechnung des Mittelwertes + doppelte Standardabweichung.
Diese Methoden setzen jedoch voraus, dass der untersuchte
Parameter einer Normal- oder GauRverteilung folgt, was
bei vielen Parametern nicht der Fall ist. In einigen wenigen
Féllen kann eine Logarithmentransformation, d. h. eine
Transformation der Werte in ihren Logarithmus, einen nicht
normalverteilten Parameter in eine Normalverteilung um-
wandeln. Dies erhoht jedoch, zusammen mit der Riicktrans-
formation, den mathematischen Aufwand. Der theoretische
Vorteil dieser Methoden ist, dass sie mit weniger Probanden
arbeiten. Die Tatsache, dass sie fiir viele Parameter nicht
anwendbar sind und die zusatzliche Notwendigkeit, auf eine
Normalverteilung zu untersuchen, erhéht den mathematischen
Aufwand jedoch erheblich.

Abb. 3 Parametrische versus nicht-parametrische Methoden zur Berechnung
von Referenzintervallen.

Priifung der Eignung von anderweitig
ermittelten Referenzintervallen

Da die einfache Ubernahme eines anderweitig publizierten Referenz-
intervalls aus den oben genannten Griinden nicht zuldssig ist
und fur den Erkrankten sogar gefahrlich sein kann, muss dessen
Eignung als Referenz in jedem Fall gepriift werden. Dazu schlagt
die IFCC folgendes Verfahren vor [9]:

Es werden 20 lokale Referenzproben entnommen und mit dem
anderweitig publizierten Referenzintervall verglichen. Wenn nicht
mehr als zwei der 20 Proben auRerhalb dieses Intervalls liegen, kann
es verwendet werden. Wenn 3-4 Proben auBerhalb des Referenz-
intervalls liegen, miissen weitere 20 neue Proben entnommen
werden. Wenn nicht mehr als zwei dieser 20 Proben aufRerhalb
des Intervalls liegen, kann es verwendet werden. Wenn bei der
ersten Uberpriifung fiinf oder mehr Proben oder mehr als zwei einer
wiederholten Reihe von Proben auRerhalb des verdffentlichten
Referenzintervalls liegen, ist es nicht geeignet, als Referenz fiir
lokale Patienten verwendet zu werden. Als Alternative bleiben
dann die Neuerhebung (siehe oben) oder die Validierung eines
anderen Referenzintervalls.

Die unterschiedlichen Bedeutungen von
Referenzintervallen und Entscheidungsgrenzen

Liegt ein Patientenwert auBerhalb des Referenzintervalls, so deckt
er sich zwar nicht mit der Mehrheit der Referenzpopulation - aber
daraus resultiert nicht notwendigerweise, dass medizinische Schritte
angezeigt sind. Zum einen liegen ja ohnehin 5% der Referenz-
population auBerhalb des Referenzintervalls - die Patientin/
der Patient konnte somit zu diesem Anteil gehoren (5% =1 Patient
von 20!).

Zum anderen ist bei vielen Krankheiten bei einer milden Form gar
kein Einschreiten notwendig. Stattdessen vergleicht man hier mit
Entscheidungsgrenzen, sogenannten "Cut-off-Werten". Diese kénnen
z.B. durch Analyse einer Receiver Operating Characteristic (ROC)-
Kurve festgelegt werden. Auch in vielen anderen Bereichen ist
nicht entscheidend, ab wann ein Wert nicht mehr als "normal"
betrachtet werden kann, sondern ab wann eine Diagnose sicher
gestellt werden kann. Bei chronischen Krankheiten kénnen Ent-
scheidungsgrenzen auch z.B. nach therapeutisch-medizinischen
Gesichtspunkten festgelegt werden. Hierbei ist dann entscheidend,
in welchem Bereich man die Situation der Patienten als stabil
ansieht und wann eine Anderung der Therapie indiziert ist.

Grundsétzlich kdnnen hier auch — wie oben beschrieben - analog
Methoden fiir die Ermittlung eines Referenzintervalls auf eine
Referenzgruppe stabiler Patienten angewendet werden. Vielfach
beruhen aber solche Entscheidungsgrenzen auch schlicht auf
medizinischer Erfahrung und Konsensfindung des entsprechenden
Fachgebietes.

Ein indirekter Ansatz zur Bestimmung
von Referenzintervallen

Ein neuartiger Ansatz zur Bestimmung von Referenzintervallen
wurde kirzlich in einem Positionspapier des IFCC Committee on
Reference Intervals and Decision Limits (C-RIDL) veréffentlicht [9].
Dieser "indirekte" Ansatz zur Bestimmung von Referenzintervallen
bezieht sich auf eine statistische Analyse bereits vorhandener
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Ergebnisse von Proben, die fir Routinezwecke entnommen wurden
(z.B. Proben, die fiir Screening-, Diagnose- oder Uberwachungs-
zwecke gesammelt wurden). Dieser Ansatz ist nicht nur eine
nitzliche Erganzung zu den herkémmlichen direkten Methoden,
sondern bietet auch eine Reihe von Vorteilen, wie z.B. die Tatsache,
dass die Ergebnisse auf den verwendeten analytischen und préa-
analytischen Verfahren beruhen, die Moglichkeit, ein breites
Spektrum von Populationen, insbesondere die vom Labor bediente
Population, zu berticksichtigen, und, was besonders wichtig ist, die
relative Einfachheit der Anwendung und die weitaus geringeren
Kosten. In diesem Positionspapier ermutigt das IFCC C-RIDL die
Laboratorien, "indirekte Methoden zu verwenden, um ihre ver-
wendeten Referenzintervalle zu bewerten, neue Referenzintervalle
zu schatzen und ihre Ergebnisse in angemessener Ausfuhrlichkeit
zu ver6ffentlichen und weiterzugeben sowie die Suche nach neuen
und verbesserten Techniken fiir diesen Prozess fortzusetzen".

Referenzintervalle der XN-Serie aus der
niederldndischen Lifelines-Kohorte

In einer multidisziplindren prospektiven bevélkerungsbasierten
Studie von L van Pelt | et al. (2022) der niederlandischen Lifelines-
Kohorte wurden alle 105 Parameter fiir XN-Analysesysteme aus-
gewertet [10]. Die Referenzintervalle wurden in Ubereinstimmung mit
den von der IFCC empfohlenen statistischen Methoden berechnet.

Die Methoden und Referenzintervalle dieser Studie sind in dem
Themenblatt-Artikel "Die Kunst, Referenzintervalle zu definieren"
beschrieben.

Sysmex-Referenzintervalle

Auch wenn Sysmex als Hersteller fiir seine Hamatologie-Analyse-
systeme Referenzintervalle als Richtwert angeben muss und dies in
verschiedenen Publikationen tut, kénnen diese nicht ohne weiteres
aus den oben erlduterten Griinden auf Patientinnen und Patienten
angewendet werden. Sysmex stellt eine Liste von wissenschaftli-
chen Publikationen zur Verfigung, die Auskunft tiber die Referenz-
intervalle von Sysmex-Analysesystemen geben (siehe Tab. 1). Die
Veroffentlichungen zeigen, dass sich die Referenzintervalle je nach
den untersuchten Populationen dndern.

Veroffentlichte Referenzintervalle dlterer Generationen von
Analysesystemen kénnen auf Analysesystemen neuerer Genera-
tionen verwendet werden, allerdings erst nach einer Validierung.
Da es Unterschiede zwischen den hamatologischen Referenzinter-
vallen verschiedener Populationen gibt, kénnen die Informationen
in der Tabelle die Auswahl eines geeigneten Referenzintervalls
als Ausgangspunkt fur die Validierung erleichtern.

Tabelle 1 Publizierte Referenzintervalle, ermittelt mit Sysmex-Analysesystemen fiir die Hdmatologie

Autor Referenz Analyser
L van Pelt J et al. [10] Clin Chem Lab Med XN-Serie
Mrosewski | et al. [11] Clin Chem Lab Med XN-9000
Florin L et al. [12] Int ) Lab Hematol XN-Serie
Wilson S et al. [13] Int ) Lab Hematol XN-3000
Bohn MK et al. [14] Int ] Lab Hematol XN-3000
lanni B et al. [15] Arch Pathol Lab Med XN-1000
Arbiol-Roca A et al. [16] EJIFCC XN-Serie
Sysmex Corporation [17] XN-Serie
Dockree S et al. [18] EBioMedicine XN-Serie

Parameter Population

CBC+DIFF+RET+PLT-F Niederldndisch

CBC Deutsch, padiatrisch

CBC+DIFF+RET Belgisch, erwachsen

CBC+DIFF Kanadisch, padiatrisch

CBC+DIFF Kanadisch, padiatrisch

CBC+DIFF+RET+PLT-F US-Amerikanisch, Neugeborene

CBC+DIFF+RET Spanisch

CBC + DIFF + RET Japanisch

WBC+DIFF Britisch, schwangere Frauen

(pré- und postnatal)
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